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1 EINLEITUNG
1.1 Papillomviren und ihr Einfluß auf Krebsentstehung
Bereits am Ende des 19. Jahrhunderts waren diverse Bakterien als Krankheitserreger bekannt,
die beispielsweise Milzbrand, Diphtherie, Typhus und Entzündungen auslösten. Auch
Krankheiten wie Rheuma und Krebs standen im Verdacht, durch Infektionen zu entstehen. Viren
wurden entdeckt, als es 1892 Iwanowski und Beijerinck unabhängig voneinander gelang,
Extrakte befallener Tabakpflanzen nachweislich bakterienfrei zu filtrieren, diese Extrakte aber
dennoch in der Lage waren, Pflanzen neu mit der Mosaikkrankheit zu infizieren (zur Übersicht
siehe Modrow und Falke, 1997). Ein echter Nachweis von Viren erfolgte jedoch erst mit den
Methoden der Zellkultivierung, der Ultrazentrifugation und Sequenzierung. Vorher war man auf
Gewebebeobachtungen und Anfärbung der Virusproteine in Gewebsschnitten beschränkt. 
Die Grundlage für die Tumorvirusforschung legte Rous 1911, der entdeckte, daß das nach ihm
benannte Rous-Sarcom-Virus, ein RNA- oder Retrovirus, in der Lage war, in Hühnern eine
Tumorbildung anzuregen.
Der Zusammenhang von Papillomviren mit der Entstehung von Krebs wurde viel später erkannt.
So berichtete Shope 1933 über Kaninchen-Tumore, die an Kopf und Schultern der Tiere bizarre
Formen ausbildeten (Papillome). Diese beruhten auf einer Infektion mit Viren aus dieser
Familie, im vorliegenden Fall des Cottontail Rabbit Papillomvirus (CRPV). Kaninchen- und
bovine Papillomviren blieben über lange Jahre die Objekte der Papillomvirus-Tumorforschung,
bis die Humanen Papillomviren (HPV) als Auslöser für Condylomata und Läsionen in genitalen
Bereichen erkannt und als Modell-System etabliert wurden (zur Übersicht siehe zur Hausen,
1996a). 
Die Tatsache, daß es sich bei den Papillomviren um eine große Gruppe untereinander
verwandter Viren handelt, die zudem ein unterschiedliches Potential der Tumorbildung besitzen,
wurde zuerst 1974 dadurch nachgewiesen (zur Hausen et al., 1974), daß radioaktiv markierte
cRNA aus Plantar- (Fußsohlen-)Warzen nicht mit RNA aus Genital-Warzen hybridisierte.
Seitdem sind durch Klonierungstechniken, PCR mit definierten Primern und Sequenzierung eine
Vielzahl neuer HPV- und auch BPV-Typen ermittelt worden. Die Anzahl der bekannten HPV-
Typen liegt derzeit bei >100 und wird voraussichtlich in den nächsten Jahren weiter zunehmen
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(de Villiers, 1994; zur Hausen, 1996a). 
Die Einteilung in “low-” und “high risk” Papillomviren, denen ein niedriges oder hohes Risiko
zugeschrieben wird, eine Krebserkrankung auszulösen, erfolgte aufgrund der Häufigkeit ihres
Vorkommens in Läsionen oder Karzinomen. In Zellkulturen besitzen sie das (Un-) Vermögen,
humane Keratinozyten zu immortalisieren (Dürst et al., 1987; Pirisi et al., 1987). Zu den “low-
risk” Typen gehören die meisten der auf der Haut vorkommenden Papillomviren (z.B. HPV 5,
8, 20; Orth et al., 1978), die bekanntesten und am besten erforschten “high-risk” Typen sind
HPV 16, 18 und 31, die regelmäßig in Zervix-Krebsbiopsien gefunden werden (zur Übersicht
siehe zur Hausen, 1996b). 
Papillomviren sind so erfolgreich in ihrer Ausbreitung, weil sie eine Nische nutzen, die
für das Immunsystem nur unzureichend oder überhaupt nicht zugänglich ist. Sie dringen über
Läsionen der Hautoberfläche in tiefere Schichten des Bindegewebes ein und infizieren dort
Basalzellen (Iftner et al., 1992). Ihre DNA wird sehr schnell auf eine Kopienzahl von 50 - 400
Virusgenomen / Zelle repliziert. Die DNA bleibt dort zunächst in einer Ruhephase. Erst wenn
die Zellen zur Differenzierung über- und in das Stratum corneum eingehen, das nicht mehr
direkt von Blutgefäßen umgeben und somit für das Immunsystem nicht erreichbar ist, wird die
Papillomvirus-DNA amplifiziert, die Capsid-Proteine exprimiert und es entsteht eine Vielzahl
infektiöser Partikel (Stoler et al., 1989; Dürst, 1991). 
Tabelle1-1 : Genexpression von Papillomviren in Abhängigkeit der Zelldifferenzierung der
 epidermalen Wirtszellen (aus Modrow und Falke, 1997, S. 383, leicht verändert). E = frühe Gene
(“early genes”), der Differenzierungsgrad steigt von Stratum basale zu Stratum corneum.
Stratum der Haut Virusaktivität
Stratum basale wenige Virusgenome, geringe Transkription der Gene E1 und E2
Stratum spinosum wenige Virusgenome, Transkription der Gene E1, E2, E6 und E7
Stratum granulosum viele Virusgenome, wenige Viruspartikel, erhöhte Transkription
der frühen und späten Gene
Stratum corneum hohe Virusproduktion und Freisetzung von infektiösen Viren
“High-risk” Papillomviren werden überwiegend durch familiäre oder sexuelle Kontakte
verbreitet. Sie sind in ca. 80 % aller Tumore in genitalen Bereichen nachweisbar (zur Hausen
und Schneider, 1987). Insbesondere Zervixkarzinome (Gebärmutterhalskrebse) sind zu 95 % mit
Papillomvirus-Transformationen assoziiert (Dürst et al., 1983; Boshart et al., 1984). Die
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Abb. 1-1:
Ringförmiges Genom des Bovinen Papillomvirus
BPV-1. E = frühe (early) Gene, L = späte (late)
Gene, URR = Kontrollregion der Virusgen-
Transkription (upstream regulatory region).
Tumorentstehung bedingt allerdings einen weiteren Risikofaktor wie beispielsweise Rauchen,
orale Kontrazeptiva, UV-Bestrahlung oder chromosomale Instabilitäten (zur Hausen, 1991;
Murthy und Mathew, 2000). Allgemein wird heutzutage eine Größenordnung von 15 - 20 %
aller Krebserkrankungen der Infektion mit Viren unterschiedlicher Familien zugeschrieben (zur
Hausen, 1996a).
1.2 Das Bovine Papillomvirus BPV-1
Bovine Papillomviren aus Warzen und Hautläsionen von Rindern wurden bereits 1920 in
Brasilien durch Magelhaes untersucht. 1951 bewiesen Olsen und Cook, daß es sich um Viren
handelt, die sich nicht species-spezifisch verhalten, denn sie konnten auf Pferde und 1960 von
Friedmann auch auf neugeborene Hamster übertragen werden. In ihren neuen Wirten führten sie
ebenfalls zur Ausbildung von Tumoren (Übersichtsartikel: zur Hausen 1996a). 
Auch bovine Papillomviren stellen eine Gruppe mit mindestens 4 verschiedenen Virustypen dar,
wie Lancaster und Olsen 1978 zeigen konnten. Sie spielen eine wichtige Rolle, wenn
synkarzinogene Effekte durch umweltbedingte Einflüsse untersucht werden (Jarrett, 1980).
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Das Genom der Papillomviren besteht aus ringförmiger doppelsträngiger DNA einer Länge von
etwa 8000 bp, die von einem eikosaederförmigen Capsid umschlossen wird. Sie besitzen jedoch
keine Hüllmembran. Der Durchmesser der nackten Capside, die hauptsächlich aus dem viralen
L1-Protein  zusammengesetzt werden, beträgt ca. 55 nm. Die DNA der Viren ist assoziiert mit
Histonen, welche von der Wirtszelle gebildet werden (zur Hausen, 1996b).
Der Vermehrungszyklus der Papillomviren läßt sich charakterisieren durch den 2-
stufigen Mechanismus (latente / lytische Phase), der mit dem Differenzierungsgrad des
infizierten Gewebes zusammenhängt. Der lytische Teil des Zyklus läuft nur in der Mucosa und
in differenzierten Hautschichten ab (siehe auch Tab. 1-1). Die frühen Gene des Virus (E1 - E8)
dienen zur Regulation der Virustranskription und zur Interaktion mit zelleigenen Proteinen, die
für Zellzyklus und -teilung verantwortlich sind. Die späten Gene des Virus (L1, L2) werden erst
in der lytischen Phase aktiviert. Sie bilden die Capside, die die replizierte Virus-DNA
umschließen (Tab. 1-2). 
Tab. 1-2: Virusproteine der Papillomviren und ihre Funktion (nach Modrow und Falke, 1997; zur Hausen,
1996b; Rank und Lambert, 1997).
Virusprotein, Größe Funktion Lokalisation
E1- M, 68-85 kDa, 
            23 kDa  in BPV-1
Modulation der Replikation, ATP-
abhängige Helicase-Aktivität,
Interaktion mit zellulärer DNA-
Polymerase 
Zellkern
E1 - R, 68-85 kDa Produktive Replikation Zellkern
E2,       48 kDa Transaktivator/ Transrepressor,
unterschiedliche DNA-bindende
Domänen
Zellkern
E2- Tr, 31 kDa Transrepressor, Interaktion mit E1 bei
der Replikation
Zellkern
E3 unbekannt unbekannt
E4  (spätes Protein) Wechselwirkung mit Cytokeratingerüst Cytoplasma
E5, ca. 5 kDa (BPV) Interaktion mit EGF- und anderen Zell-
Rezeptoren, transformierendes Protein
in BPV
Cytoplasma
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Virusprotein, Größe Funktion Lokalisation
E6, ca. 16 kDa Interaktion mit p53, Induktion der
proteolyt. Spaltung von p53, in BPV
p53-unabhängige Transformation,
Aktivierung der Telomerase,
Immortalisierung der Zellen
Cytoplasma
E7, ca. 10 kDa Interaktion mit pRB 105, Induktion von
E2-ähnlichen Zellpromotoren,
Immortalisierung der Zellen
Zellkern
E8  (BPV) Transkriptionsrepressor zellulärer RNA
als E2/E8-Protein
Zellkern
L1,      57 kDa Hauptkomponente des Capsids Cytoplasma/
Zellkern
L2,      43-53 kDa Strukturprotein im Capsid Cytoplasma/
Zellkern
Die humanen “high risk” Papillomviren sind häufig assoziiert mit Tumoren. Diese Eigenschaft
beruht auf der Wirkung ihrer Onkogene E6 und E7, an die sogenannten Tumor-
suppressorproteine p53 und pRB zu binden. E6 leitet die Degradation von p53 im Proteosom
ein, E7 führt zu einer Inaktivierung von pRB (Scheffner et al., 1990; Tommasino und Crawford,
1995). 
Das virale Protein E5 ist im bovinen Papillomvirus das wichtigste, in HPV ein weiteres
Onkogen mit transformierenden Eigenschaften (DiMaio et al., 1986). Das E5-Homolog der
humanen Virustypen ist  offensichtlich nur in der frühen Phase der Infektion aktiv, da es bei der
Integration ins Zell-Genom häufig deletiert wird (Integration der Viren ist ein Indiz für
Malignität) (Leechanachi et al., 1992). Es gibt allerdings auch Ausnahmen wie beispielsweise
die Zervixkarzinom-Zellinie CaSki, in der die Virus-DNA in hoher Kopienzahl vorliegt
(“Tandem-Integration”) (Baker et al., 1987). Das E5 Protein wird von den vorgeschalteten
Promotoren exprimiert. In Transfektions-Untersuchungen konnte auch für das HPV-E5-Protein
ein im Vergleich zu BPV-E5 schwaches transformierendes Potential nachgewiesen werden
(Oelze et al., 1995) 
E5 von BPV-1 ist ein sehr kleines Protein von 44 Aminosäuren. Es liegt in der Zelle als Dimer
vor und befindet sich vor allem an und in der Zellmembran und den Membranen des
Endoplasmatischen Retikulums, da es extrem hydrophobe N-terminale Aminosäuren besitzt
(Petti und DiMaio, 1992). Die transformierende Wirkung beruht großenteils auf Interaktionen
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mit Rezeptorproteinen, unter denen besonders der EGF-Rezeptor (EGFR = “epidermal growth
factor receptor”) (Martin et al., 1989), und der PDGF -Rezeptor (PDGFR = “platelet derived
growth factor receptor”)  (Petti und DiMaio, 1992), untersucht worden sind. Die Interaktion
basiert auf verschiedenen Mechanismen: im Fall von EGFR wird die Ligand-Rezeptor-Bindung
stabilisiert und so eine Verlängerung der Kinaseaktivität bewirkt; die Untereinheiten des PDGF-
Rezeptor werden direkt durch das E5-Dimer gebunden und die Aktivierung beruht auf der
Zusammenführung der Untereinheiten und anschließender Autophosphorylierung und
Internalisierung (Nilson et al., 1995). Rezeptoren der genannten Familien besitzen eine Tyrosin-
Kinase-Funktion, die in der Zelle befindliche Zielproteine phosphoryliert und so die Aktivierung
weitergibt, woraus letztendlich eine Signalkaskade entsteht (siehe auch 1.3.1).
1.3 Tyrosin-Phosphorylierung und Tyrosin-Kinase-Inhibitoren
1.3.1 Tyrosin-Phosphorylierung und Signalkaskaden
Signaltransduktion von der Zelloberfläche ins Zellinnere ist ein wichtiger Mechanismus, der sich
während der Evolution ausgeprägt hat und es den Zellen ermöglicht, adäquat auf sich ändernde
Umgebungsbedingungen zu reagieren (Dhanasekaran und Reddy, 1998). Die Signalweiterleitung
erfolgt in Form von Kaskaden und wird großenteils durch Phosphorylierungsvorgänge gesteuert.
Rezeptoren steuern 3 mögliche Signalwege: 1) die Öffnung von Ionenkanälen, 2) durch GTP-
bindende Proteine aktivierte Signale, 3) die direkte enzymatische Weiterleitung durch ge-
koppelte Kinasefunktionen (Nishizuka, 1992). Diese resultieren in einer anschließenden Serin-,
Threonin- oder Tyrosin-Phosphorylierung von Proteinen. Kombinationen dieser
Phosphorylierungsvorgänge führen zu spezifischen Zellantworten. Serin-/Threonin-
Phosphorylierungen bedingen länger anhaltende Signale, zum Teil über mehrere Stunden,
während Tyrosin-Phosphorylierungen kurzlebiger und daher für schnelle Reaktionen der Zelle
unentbehrlich sind (Hill, 1993; Pelech, 1993). 
Die meisten Rezeptoren, die Wachstums- und Differenzierungssignale weitergeben, besitzen
Tyrosin-Kinase-Funktionen, z.B. der Epidermale Wachstumsfaktor Rezeptor (EGFR) oder der
aus Blutplättchen gewonnene Wachstumsfaktor Rezeptor (PDGFR). Diese Rezeptoren sind zur
intermolekularen Phosphorylierung befähigt, d.h., nach Bindung des entsprechenden
Wachstumsfaktors dimerisieren oder multimerisieren sie und aktivieren das Partnermolekül, was
auch als Autophosphorylierung beschrieben wird (Fantl et al., 1993; Ullrich und Schlessinger,
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G1a G1b G1c G1d
S
G2M
cyc D
cdk 4/6
cyc E
cdk 2
cyc A
cdk 2
cyc A
cdc 2cdc 2
cyc B
Wachstumsfaktor-
Rezeptor-Signale
p 16
p 15
p 21
p 27 p RB-E2F
p 21
p 27
Negative Regulatoren
Positive Regulatoren
Checkpoint G1-S
Checkpoint G2-M
p53
Abb. 1-2: Rechts: Phasen, in die der Zellzyklus eingeteilt wird - G1= “Gap” nach der Zellteilung, S=
Synthese, G2= “Gap” nach der DNA-Replikation, M= Mitose.
Links: Proteinkomplexe, die in der G1/ S- Transition der Zellen eine positive oder negative
Regulation bewirken.   Verändert nach Jansen-Dürr, 1996.
Die Proteine E6 und E7 der humanen Papillomviren interagieren mit p53 und pRB.
1990). 
In Krebszellinien ist häufig der EGF-Rezeptor verändert, d.h., deletiert oder amplifiziert. Die
erbB-Variante beispielsweise ist eine verkürzte Mutante, die auch ohne Liganden-Bindung
kontinuierlich aktiv ist (Bishop, 1991) . Daher zielen Behandlungen von Krebspatienten häufig
darauf ab, diese krankhaften Aktivierungen bestimmter Rezeptoren einzudämmen, die sonst eine
unkontrollierte Zell-Proliferation bewirken und zur Tumorentstehung beitragen. 
Neben den Rezeptorkinasen gibt es frei im Cytoplasma vorkommende Proteine mit
Kinasefunktionen. Als Ziele für eine durch Chemikalien vermittelte Therapie sind die Cyclin
abhängigen Kinasen (Cdk) des Zellzyklus von Bedeutung, die im wesentlichen für die Initiation
und Ausführung der Zellteilung verantwortlich sind (Shapiro und Harper, 1999). Aktivierung der
Cyclin abhängigen Kinase 2, die den G1-Reparatur / Synthese Übergang regelt, erfolgt einerseits
über eine Bindung an ein für die Zellzyklus-Phase charakteristisches Cyclin-Molekül (siehe Abb.
1-2), andererseits über eine Phosphorylierung (Brown et al., 1999).
Die Onkogene der Papillomviren binden an die Tumorsuppressorproteine p53 und pRB,
die während der G1-Phase für eine Regulation der Proliferation sorgen, indem sie entweder
zwischengeschaltete inhibitorische Proteine wie p21 und p27 aktivieren (p53) oder an
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Transkriptionsfaktoren binden (pRB + E2F, Abb. 1-2). Die Tumorsuppressoren oder
Antionkogene führen zu einer Verlängerung der Reparaturphase oder bei hohen Mutationsraten
zur Apoptose. Ziel therapeutischer Konzepte ist es, wirksame Substanzen zu finden, die die
Virusexpression stoppen und die ursprünglichen regulatorischen Funktionen von p53 und pRB
wieder herstellen. Inhibition der Cyclin abhängigen Kinasen ist eine Möglichkeit, unkontrollierte
Proliferation zu verhindern und die infizierten Zellen der Apoptose zuzuführen (Vidal und Koff,
2000; Ewen, 2000).
Erhöhte Tyrosin-Phosphorylierungen führen einerseits zu einer Aktivierung
wachstumsfördernder Gene, sind aber auch für die Reaktion von Zellen auf Streß-Signale
wichtig. Streß wird beispielsweise durch UV-Strahlung, reaktive Sauerstoffradikale, osmotische
Schocks oder Cytokine ausgelöst (Ichijo, 1999). Die Streßreaktion läuft ebenso über
Signalketten wie die Wachstumsregulation. Zu den am besten bekannten Signalübermittlern
gehören die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK), die sich in 3 Gruppen teilen (siehe
auch Abb. 3-15). Die durch extrazelluläre Signale regulierten Kinasen oder Erks geben
Wachstumssignale weiter, die Gruppen der N-terminalen Jun-Kinasen (JNKs) und p38-
MAPKinasen sind involviert in die Streß-vermittelte Zellantwort (Denhardt, 1996).
Am Ende der Signalkaskaden stehen in der Regel zentrale Transkriptionsfaktoren wie AP-1
(Aktivator-Protein 1) und NFkB (Nuklearer Faktor kappa B), (Whitmarsh und Davis, 1996;
Mercurio und Manning, 1999). Beide Faktoren sind als Schlüsselproteine der Genregulation an
einer Vielfalt von Prozessen wie beispielsweise Wachstum und Apoptose beteiligt. 
1.3.2 Tyrosin-Kinase-Inhibitoren
Diverse Krankheiten, unter anderem einige Formen von Krebs, sind gekoppelt an eine
Überexpression eines oder mehrerer Tyrosin-Kinase-Rezeptoren oder erhöhte Aktivität der
intrazellulären Signalkaskade, die den Rezeptoren folgt (siehe Abb. 1-3) (Maruo et al., 1992).
In beiden Fällen bewirken die konstitutiven Phosphorylierungsvorgänge eine
Deregulation von DNA-Synthese und Zellwachstum. Tyrosin-Kinase-Inhibition bietet
demzufolge eine attraktive Strategie, solche Krankheitsverläufe im für den Patienten positiven
Sinn zu beeinflussen, indem Rezeptoren zu einem frühen Zeitpunkt blockiert werden und auf
diese Weise die Signalkaskade erst  gar nicht stattfindet.
In vielen Karzinomen (epidermale Tumore) findet man z.B. eine Genamplifikation des
EGF-Rezeptors. Schuppenflechten (Psoriasis) beruhen beispielsweise auf einer anhaltenden
autokrinen Stimulation des selben Rezeptors. Arteriosklerose, pulmonare Fibrosen
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Wachstumsfaktoren
Rezeptor-Tyrosinkinasen
GTP bindende Proteine
(z.B. Ras)
Signal-Proteine
(z.B. Raf-1)
MAPKinasen
Zellkern:
Transkriptionsfaktoren
Intrazelluläre 
Tyrosinkinasen
Tyrosin-Kinase-
Blocker
Antikörper;
molekulare
Antagonisten
Ras-Blocker
Raf-1 Blocker
MAPKinase
Blocker positiver
          Effekt
negativer
(A)
(B)
Abb. 1-3 :
Möglichkeiten, durch Inhibitoren im Rezeptor-Signalweg einzugreifen
(verändert nach Levitzki und Gazit, 1995).
A, B stellen frühe Angriffspunkte an Rezeptoren dar.
(Lungensarcome) und Glioblastome (Gehirntumore) gehen z.T. auf pathologische Expression
des PDGF (“platelet derived growth factor”) zurück, die den Rezeptor überstimulieren (Levitzki
und Gazit, 1995; Levitzki, 1999). 
Die Inhibition pathologisch veränderter Signalkaskaden kann durch Blockierung
unterschiedlicher Zielmoleküle erfolgen (Levitzki und Gazit, 1995; siehe Abb. 1-3, (A) + (B))
:
 Es kann die  Ligand - Rezeptor Bindung verhindert werden.
 Einsatz von Antikörpern gegen das Rezeptormolekül kann erfolgen.
 Antagonisten des Wachstumsfaktors können entwickelt werden.
 Toxin-Wachstumsfaktor-Chimären führen zur Zerstörung der Zelle.
 Die Tyrosin-Kinase-Funktion des Rezeptors oder ihre Zielmoleküle 
können durch inhibitorische Liganden ausgeschaltet werden.
Natürlich vorkommende Tyrosin-Kinase-Inhibitoren sind z.B. Quercetin, Genistein, Lavendustin
A, Erbstatin und Herbimycin (siehe Abb. 1-4). Diese wurden aus Extrakten von Pilzen,
insbesondere Actinomyceten isoliert (Levitzki und Gazit, 1995). Da diese Inhibitoren eine relativ
breite aber unspezifische Wirkung zeigen, wurde von Yaish und anderen 1988 ein
systematischer Versuch unternommen, durch gezielte Derivatisierung der bekannten natürlichen
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N
N
CH3O
CH3O
NH Cl
AG 1478
OH
OH
O
N
H
NC
AG 555
OH
COOH
NH2
Tyrosin
A - Natürlich vorkommende Inhibitoren in Pilzextrakten
B - Synthetische Inhibitoren, Derivate von Erbstatin
Erbstatin
OH NHCHO
OH
Quercetin
O
O
OH
OH
OH
OH
OH
Genistein
O
OH
OH
O
OH
D
O
W
X
Y
z
+ CH2 (A) B
W
X
Y
z
BA
Design von synthet. Kinase Inhibitoren,
Erbstatin: 
W,Z = OH;   X,Y,B = H;   A = NHCHO
C
Abb. 1-4:
Chemische Strukturformeln einiger natürlich vorkommender Tyrphostine (A) und der für diese
Arbeit verwendeten synthetischen Inhibitoren AG 555 und AG 1478 (B). Knoevenagel-Reaktion
der Derivatisierung von Erbstatin (C) und Stuktur von Tyrosin (D).
Inhibitoren neue spezifischer wirkende Substanzen zu generieren (Tyrphostine = Tyrosin-
Phosphorylierungs-Inhibitoren). Die Kriterien für diese Substanzen waren eine geringe
Zytotoxizität, Selektivität der Wirkung und Löslichkeit in gering hydrophoben Lösungsmitteln
wie Dimethylsulfoxid (DMSO) und Alkoholen, so daß ihre Zellgängigkeit und damit eine
Bioverfügbarkeit gewährleistet ist (Yaish et al., 1988).
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R2
CN
n(OH)
R1
Benzolmalonitrile (BMNs)
(z.B. AG 555)
N
OH
OH
R2
OH
COOH
R1
R3
Lavendustine
N
N
NH
R1
R2
R3
Quinazoline
(z.B. AG 1478)
R1
R2 N
N
R3
Quinoxaline
N
N
N
N
R2
NH2
R1
Pyrazol-Pyrimidine
Abb. 1-5:
Pharmacophore, die synthetischen Phosphotyrosinkinase-Inhibitoren zugrunde liegen (Levitzki und
Gazit, 1995).
Einige dieser synthetischen Inhibitoren haben sich als vielversprechend für einen Einsatz gegen
Krankheiten herausgestellt, die mit einer erhöhten Rezeptorphosphorylierung assoziiert sind,
z.B. die Autoimmune Enzephalomyelitis (Brenner et al., 1998) oder das Fortschreiten der
Chronischen Myeloischen Leukämie (Anafi et al., 1993). Für die Mehrzahl sind die Wirkungen
und Nebenwirkungen jedoch noch weitgehend unerforscht.
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Abb. 1-6:
Modellsystem: Maus-Fibroblasten-Zellinie ID 13 mit episomal persistierender
BPV-1 DNA
1.4 Modellsystem ID 13
Um den Effekt von Tyrphostinen auf Papillomvirus-transformierte Zellen zu untersuchen, wurde
die Zellinie ID 13 als Modellsystem eingesetzt. Sie wurde durch Transfektion der
immortalisierten Maus-Fibroblasten-Zellinie C 127 mit BPV-1 Virionen generiert. ID 13 zeigen
im Unterschied zu C 127 eine Transformation durch das virale E5-Protein und führen in
Nacktmäusen zur Tumorbildung (Law et al., 1981). Die BPV-DNA persistiert in den Zellen in
gleichbleibender Kopienzahl als Episom. Der episomale Zustand ist zudem eine
charakteristische Eigenschaft von humanen Papillomviren in der frühen Infektionsphase und in
prämalignen Vorläuferläsionen (Dürst et al., 1985).
Die langfristige Bewahrung des episomalen Status in der Zellinie ID 13 beruht auf einer labilen
Anbindung der BPV-1 Episome an die zellulären Chromosomen, welche durch das virale E2-
Protein vermittelt wird. Dadurch ist eine Koppelung der Replikation an die zelluläre DNA-
Replikation gegeben (Ilves et al., 1999). 
Da eine kontinuierliche Expression der Virus-Proteine und -mRNA stattfindet, wird eine
Untersuchung der Auswirkungen von Tyrphostinen in vivo (in der lebenden Zelle) möglich. Eine
Gen-Expression in Zellen ist verbunden mit einer Veränderung der Struktur des zellulären
Chromatins. Die BPV-Episome dienen als Modell für topologische Veränderungen der DNA
durch Einwirkungen von Topoisomerasen.
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Das Modell-Sytem ID 13 besitzt dementsprechend folgende Vorteile:
 Die Zellen sind nicht permissiv, die BPV-DNA bleibt über viele Passagen
episomal erhalten und wird kontinuierlich reproduziert.
 C 127 kann als Kontrolle für den nicht tumorigenen Phänotyp genutzt werden.
 Einflüsse auf Transkription und Translation von BPV können untersucht werden, 
da mRNA und Proteine detektierbar sind.
 Die Aktivität der Topoisomerasen in den Zellen ist relativ einfach zu ermitteln.
 Es handelt sich um ein Modell für die episomale Persistenz, die auch in HPV-
positiven Läsionen im Zervixbereich vorkommt.
1.5 Zielsetzung der Arbeit
Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, anhand von BPV-1 (Boviner Papillomvirus Typ I)
transformierten Zellen als Modellsystem folgende Fragen in bezug auf die Substanzklasse der
Tyrphostine zu beantworten:
1 - Welche Wirkungen haben diese Substanzen auf die
a) Transkription und Expression der viralen Gene / Proteine ?
b) und auf den Phänotyp der Zellen ?
2 - Welche intrazellulären Signaltransduktionen werden durch Tyrphostine
beeinflußt ?
a) Ist die wachstumsinhibierende Wirkung, wie sie bereits für
hämatopoetische Tumorzellen beschrieben wurde, auch in viral
transformierten Zellen nachweisbar ?
b) Kommt es zu einer Blockierung des Zellzyklus ?
c) Können Veränderungen im Phosphorylierungsstatus von 
    Proteinen ermittelt werden ?
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien und Reagenzien
Aceton, p.a. Merck Eurolab, Darmstadt
Acrylamid/Bisacrylamid (29:1), 30 % (w/v) Serva, Heidelberg
Actinomycin D Calbiochem-Novabiochem, Schwalbach
AG 555 = Tyrphostin B46 Prof. Levitzki, Universität Jerusalem,
Israel
Calbiochem-Novabiochem, Schwalbach
Agarose für die Elektrophorese Biozym, Hessisch Oldendorf
Ammoniumacetat, p.a. Fluka, Deisenhofen
Ammoniumpersulfat Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
ATP Roche Diagnostics, Mannheim
Biogel P30, fein BioRad, München
Borsäure für die Elektrophorese Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Bovine Serum Albumin 
(Rinderserumalbumin, BSA)   Biomol Feinchemikalien, Hamburg
Bradford-Reagenz (Bio-Rad Protein Assay) BioRad, München
Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Calciumchlorid-Dihydrat Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Camptothecin (Topoisomerase I- Inhibitor) Calbiochem-Novabiochem, Schwalbach
Chloroform, p.a. Merck Eurolab, Darmstadt
Chloroquin Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Coomassie Brilliant Blue G250 ICN Biomedicals, Eschwege
Cycloheximide Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
DAPI (4,6-diamino-2-phenylindol) in Mounting
Medium Vector Laboratories, Burlingame, CA
Dextranblau Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Merck Eurolab, Darmstadt
Dithiothreitol (DTT) Gibco – Life Technologies, Karlsruhe
DMSO (Dimethylsulfoxid) Merck Eurolab, Darmstadt
E 64 , Protease-Inhibitor Roche Diagnostics, Mannheim
ECL-Reagenz NEN Life Science Products, Inc., Boston
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Roche Diagnostics, Mannheim
EGTA (Ethylenglycol-Tetraacetat) Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Essigsäure, p.a. (100 %) Merck Eurolab, Darmstadt
Ethanol, p.a. Merck Eurolab, Darmstadt
Ethidiumbromid-Lösung, 1 % Merck Eurolab, Darmstadt
Ficoll, Typ 400 Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Formaldehyd Merck Eurolab, Darmstadt
Formamid, p.a. Fluka, Deisenhofen
Glycerin, p.a. (100 %) Merck Eurolab, Darmstadt
Glycin Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Guanidiniumthiocyanat (GTC) Fluka, Deisenhofen
Harnstoff , für die Molekularbiologie Merck Eurolab, Darmstadt
HEPES, für die Molekularbiologie Gerbu, Gaiberg
Heringssperma-DNA Serva, Heidelberg
Hexanukleotide (zufällige Sequenz) Amersham-Pharmacia, Freiburg
Histone H1, calf thymus Calbiochem-Novabiochem, Schwalbach
Isoamylalkohol (3-Methyl-1-butanol) Merck Eurolab, Darmstadt
Isopropanol (2-Propanol), p.a. Merck Eurolab, Darmstadt
Kaliumacetat, reinst Merck Eurolab, Darmstadt
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Kaliumchlorid, p.a. Merck Eurolab, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat, p.a. Merck Eurolab, Darmstadt
Kaliumhydroxid-Plätzchen, p.a. Merck Eurolab, Darmstadt
Magnesiumchlorid-Hexahydrat, p.a. Merck Eurolab, Darmstadt
2-Mercaptoethanol Merck Eurolab, Darmstadt
Methanol, p.a. Fluka, Deisenhofen
Methanol, technisch BASF, Ludwigshafen
3-(N-Morpholino-)propansulfonsäure
(MOPS)  Gerbu. Gaiberg
Mounting Medium mit DAPI Vector Laboratories, Burlingame, CA
Natriumacetat, p.a., wasserfrei Merck Eurolab, Darmstadt
Natriumazid Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Natriumchlorid, p.a. Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat, p.a. Merck Eurolab, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Natriumfluorid, p.a. Merck Eurolab, Darmstadt
Natriumhydroxid-Plätzchen, p.a. Merck Eurolab, Darmstadt
Natrium-Orthovanadat Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Nonidet-P40, 10 % Roche Diagnostics, Mannheim
Nukleotide 
((desoxy-) ATP, CTP, GTP, TTP) Roche Diagnostics, Mannheim
Pefabloc SC, (AEBSF) Roche Diagnostics, Mannheim
Phenol in TE-Puffer (pH 7,5) 
für DNA-Aufreinigung Roth, Karlsruhe
Phenol, kristallin, p.a., 
für RNA-Aufreinigung Roth, Karlsruhe
PMSF Gibco – Life Technologies, Karlsruhe
Poly dIdC, Natriumsalz Amersham - Pharmacia, Freiburg
Polyvinylpyrrolidin (PVP 25) Serva, Heidelberg
Propidiumiodid Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Protein A/G - Agarose (Beads) Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Pyrrolidindithiocarbamat (PDTC) Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Salzsäure, 32 %, p.a. Merck Eurolab, Darmstadt
Sarcosyl (N-Lauryl-Sarcosin) Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
SB 203580 (MAPkinase p38 Inhibitor) Calbiochem-Novabiochem, Schwalbach
TEMED Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Tris (Tri(hydroxymethyl)aminoethan) Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Triton X 100 Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
t-RNA Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Tumor-Nekrose-Faktor  (TNF ) Strathmann Biotech, Hannover
Tween 20 Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Wasserstoffperoxid, 35 %, p.a. Merck Eurolab, Darmstadt
Xylenblau Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
2.1.2 Radiochemikalien
-32P- dCTP  10 mCi / ml ~ 3000 Ci / mmol Amersham Buchler, Braunschweig
- 32P- ATP 10 mCi / ml ~ 5000 Ci / mmol Amersham Buchler, Braunschweig
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien
Gene Screen Plus,
Hybridization Transfer Membrane NEN Life Science, Köln
Immobilon P , PVDF-Transfer Membran Millipore, Eschborn
DNA-Marker, Lambda Hind III New England Biolabs, Frankfurt a.M.
Polaroid-Sofortbildfilme Siemens, Stuttgart
Protein Marker, BenchMark Prestained Gibco – Life Technologies, Karlsruhe
Röntgenfilme Kokak X-omat bzw. Biomax Siemens, Stuttgart
Whatman 3MM Papier Schleicher und Schuell, Dassel
2.1.4 Geräte
Analysenwaage 2004 MP Sartorius, Göttingen
-Counter QC 2000 Bioscan, Washington
Begasungsbrutschrank B5061 Heraeus, Hanau
Elektrophorese-Spannungsgerät EPS 600 Amersham-Pharmacia, Freiburg
Elisa-Reader Multiskan MS Labsystems, Frankfurt am Main
Entwickler-Maschine Curix 60 Agfa, Köln
FACS-Gerät FACSort Becton Dickinson, Heidelberg
Fluoreszenzmikroskop Axiovert S100 Carl Zeiss, Göttingen
Geigerzähler LB 1210B Berthold, Wildbad
Gelelektrophoresekammern Renner, Darmstadt
Geltrockner BioRad, München
Kolbenhubpipetten Gilson-Abimed, Düsseldorf
Mikroskop CK2 Olympus, Hamburg
Mikroskop-Kamera MC 80 DX Carl Zeiss, Göttingen
pH-Meter Calimatic 765 Knick, Berlin
Phospho-Imager Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA
Photometer Ultraspec 3000 Amersham-Pharmacia, Freiburg
PCR-Gerät PTC-200 MJ Research, Montreal, Canada
Sofortbildkamera MP 4 Polaroid, Offenbach
Sterilbank BioGard Hood Baker Company, Maine, USA
Thermomixer Eppendorf, Hamburg
Tischzentrifuge 2K15 Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Ultraschallgerät Sonifier 250 Branson, Schwäbisch Gmünd
Wasserbad Julabo, Seelbach
Western-Blotkammer, Hoefer Semiphor Amersham-Pharmacia, Freiburg
Zentrifuge (Minifuge) Heraeus, Hanau
2.1.5 Enzyme
Klenow-Fragment 
(DNA-Polymerase I, 5.000 U/ml) New England Biolabs, Frankfurt a.M.
Lysozym aus Hühnerei (146500 U/mg) Serva, Heidelberg
Restriktionsenzyme Amersham-Pharmacia, Freiburg
RNase A (90 U/mg) Serva, Heidelberg
T4 – Polynukleotidkinase (10.000 U/ml) New England Biolabs, Frankfurt a.M.
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2.1.6 Reagenzien und Materialien zur Kultivierung von Zellen bzw.
Bakterien
Ampicillin Roche Diagnostics, Mannheim
Bacto-Agar für die Molekularbiologie Gibco – Life Technologies, Karlsruhe
Bacto-Trypton für die Molekularbiologie Difco, Detroit
DMEM 
(Dulbeccos modified Eagle`s Medium) Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Fötales Kälberserum (FCS) Gibco – Life Technologies, Karlsruhe
Gewebekulturflaschen Greiner, Nürtingen
Gewebekulturschalen Greiner, Nürtingen
Hefeextrakt für die Molekularbiologie Difco, Detroit
LB – Medium Gibco – Life Technologies, Karlsruhe
PBS Dulbeccos Gibco – Life Technologies, Karlsruhe
Penicillin 10.000 U/ml – 
Streptomycin 10.000 µg/ml Gibco – Life Technologies, Karlsruhe
RPMI – 1640 Medium Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Tetrazyklin-Hydrochlorid Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Trypanblau Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Trypsin / EDTA – Lösung Gibco – Life Technologies, Karlsruhe
2.1.7 Bakterien
E.coli- Kompetente Bakterien HB 101 Invitrogen, Groningen, Niederlande
2.1.8 Zell-Linien
Zellinie Abbildung
subkonfluent
Eigenschaften Referenz
C 127 Maus-Fibroblasten Zellinie,
immortalisiert durch spontane
Mutation, nicht tumorigen
Lowy et al.,
1978
ID 13 C 127 Maus-Fibroblasten,
transformiert mit episomal
persistierenden BPV-1
Virionen, tumorigen
Law et al.,
1981
CaSki Humane Zervixkarzinom-
Zellinie mit HPV 16 in hoher
Kopienzahl ins Zell-Genom
integriert
Baker et al.,
1987
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2.1.9 Sonden für Northern- und Southern- Hybridisierungen
BPV-1 pBR322 Vektor   gesamte BPV-1 Sequenz
-actin pHF (Okayama-Berg) humane Sequenz aus Fibroblasten
c-jun pRSV Vektor Maus c-jun Sequenz
fra-1 (Maus) pBR322 (p36/7)Vektor gesamte fra-1 Sequenz
fra-1 (Human, A6) pSG5 Vektor gesamte fra-1 Sequenz
HPV 16 pBluescript Vektor gesamtes HPV 16 Genom
c-myc pBR 327 humane c-myc Sequenz
JE (Maus-MCP1) pGEM-1 Maus JE-Sequenz
2.1.10  Oligonukleotide für Elektromobilitäts-Shifts
AP1 consensus: 5- cgcttgatgactcagccggaa –3 (Collagenase 1-Gen)
TRE consensus: 5- agctaaagtggtgactcatcactat –3` (Collagenase 3- bzw.
 MMP13-Promotor)
CRE consensus: 5- agagattgcctgacgtcagagagctag –3 (Computer-generierte
ideale Sequenz, Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg)
BAP-2 : 5- aaacttggatgattcacctgc –3      (AP-1 aus BPV-1)
AP1 mutant: 5- cgcttgatgacttggccggaa – 3 (mutierte consensus-
Sequenz)
TRE mutant: 5- agctaaagtggtggcgcatcactat –3   (mutierte TRE-Sequenz)
BAP-2 mutant: 5- aaacttggatgatttgcctgc – 3 (mutierte BAP-2-Sequenz)
NFkB consensus: 5- agttgaggggactttcccaggc – 3       (Gen der kappa-light-chain
aus Antikörper-produ-
zierenden B-Lymphozyten)
SP1 consensus:   5- attcgatcggggcggggcgagc – 3    (SV 40 Promotor)
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2.1.11  Antikörper für Western Analysen, Elektromobilitäts-
  Untersuchungen und Immunpräzipitationen
Antikörper Hersteller Bestellnummer /Lot Epitop
Aktin ICN BiomedicalsGmbH, Eschwege
# 69100
Lot 2950B
Maus monoklonal
hochkonserviertes
Epitop aus humanem
Skelettmuskel-Aktin
phospho-p38
MAPkinase 
(Thr180/Tyr182)
New England Biolabs
GmbH,
Frankfurt a.M.
# 9211S
Lot 6
Kaninchen
polyklonal
phosphorylierte
Peptid - Region
Thr180/Tyr182
p38 MAPkinase
New England Biolabs
GmbH,
Frankfurt a.M.
# 9212
Lot 3
Kaninchen 
polyklonal
nicht-phosphorylierte
Peptid - Region
Thr180/Tyr182
phospho-Jun-Kinase
(Thr183/Tyr185)
New England Biolabs
GmbH,
Frankfurt a.M.
# 9251S
Lot 2
Kaninchen
polyklonal
phosphorylierte
Peptid - Region
Thr183/Tyr185
Jun-Kinase
New England Biolabs
GmbH,
Frankfurt a.M.
# 9252
Lot 1
Kaninchen
polyklonal
nicht-phosphorylierte
Peptid - Region
Thr183/Tyr185
phospho-p42/44
(Erk1/2)
New England Biolabs
GmbH,
Frankfurt a.M.
# 9106
Lot 2
Maus
monoklonal
phosphorylierte
Peptid - Region
Thr202/Tyr204
p42/44 (Erk1/2)
New England Biolabs
GmbH,
Frankfurt a.M.
# 9102
Lot 4
Kaninchen
polyklonal
nicht-phosphorylierte
Peptid - Region
Thr202/Tyr204
phospho-c-Jun
New England Biolabs
GmbH,
Frankfurt a.M.
# 9261S
Lot 3
Kaninchen
polyklonal
phosphorylierte
Peptid - Region Ser63
c-Jun
Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg
sc-822
Lot G018
Kaninchen
polyklonal
Aminosäuren 56-69
von c-Jun human
phospho-ATF-2
New England Biolabs
GmbH,
Frankfurt a.M.
# 9225S
Lot 3
Kaninchen 
polyklonal
phosphorylierte
Peptid - Region
Thr69/71
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ATF-2
New England Biolabs
GmbH,
Frankfurt a.M.
# 9222
Lot 1
Kaninchen 
polyklonal
nicht-phosphorylierte
Peptid - Region
Thr69/71
NFkB p65
Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg
sc-372X
Lot L116
Kaninchen 
polyklonal
carboxy-Terminus
von p65 human,
identisch zur Maus-
Sequenz
NFkB p65
Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg
sc-372X
Lot F130
Ziege 
polyklonal
carboxy-Terminus
von p65 human,
identisch zur Maus-
Sequenz
NFkB p50
Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg
sc-114X
Lots L026/E030
Kaninchen 
polyklonal
NLS-Epitop
von p50 human,
identisch zur Maus-
Sequenz
IkB alpha (MAD3)
Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg
sc-371
Lot H076
Kaninchen 
polyklonal
carboxy-Terminus
von ΙκΒ−α human,
identisch zur Maus-
Sequenz
cdk2
Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg
sc-6248
Lot L239
Maus
monoklonal IgG1
Aminosäuren 1-298
von cdk2 human
p53
Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg
sc-126
Lot F126
Maus
monoklonal IgG2a
Aminosäuren 37-45
von p53 human,
erkennt wt und
mutiertes Protein
BPV1-E5
Richard Schlegel,
Georgetown
University School of
Medicine,
Washington DC
Kaninchen
polyklonal
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2.1.12 Sekundäre Antikörper
Antikörper Hersteller Bestellnummer Lot Kopplung
anti-rabbit IgG
(Kaninchen)
Promega GmbH,
Mannheim
W 401B
Lots 105329L/
9517002L/
11259001
HRP- Meerrettich-
Peroxidase
anti-mouse IgG
(Maus)
Promega GmbH,
Mannheim
W 4021
Lot 9419001
HRP- Meerrettich-
Peroxidase
anti-mouse IgG1
(Maus)
Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg
sc-2060
Lot A279
HRP- Meerrettich-
Peroxidase
anti-goat IgG
(Ziege)
Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg
sc-2020
Lot K169
HRP- Meerrettich-
Peroxidase
2.1.13  Kits
P38 MAPkinase Assay Kit, 
non-radioactive Nr.9820
p-p38 immobilisiert , # 9219, Lot 2
New England Biolabs, 
Frankfurt a.M.
Cell Death Detection Elisa Plus
Nr. 1774425, Lot 85729620-30
Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim
QIAquick Gel Extraction Kit
Cat.No.: 28704
Qiagen, Hilden
QIAGEN Plasmid Maxi Kit
Cat. No.: 12163
Qiagen, Hilden
QIAGEN RNeasy Mini Kit
Cat. No.: 75104
Qiagen, Hilden
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2.1.14  Puffer und Lösungen
Bindepuffer für Bandshift-Analyse (5 x) 50 % Glycerin
60 mM Hepes pH 7,9
20 mM Tris pH 8,0
300 mM Kaliumchlorid
5 mM EDTA
100 g/ml BSA
Biogel-Suspension 1X TE pH 8,0
5 mM Natriumchlorid
0,2 % (w/v) SDS
50 % (v/v) Biogel P30
Denaturierungslösung (DNA-Gele) 0,5 M Natriumhydroxid
1,5 M Natriumchlorid
Denhardts Lösung 5 % BSA
5 % Ficoll
5 % Polyvinylpyrrolidin 25
DEPC-Wasser 0,1 % Diethylpyrocarbonat in
bidest. H2O
DNA-Ladepuffer (6 x) 0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylenblau
15 % Ficoll
DNA-Lysepuffer (3 x) 1,5 % SDS
150 mM Tris pH 7,9
150 mM EDTA | pH 7,5
E-64 2,5 mg/ml Stocklösung 
in 50 % Ethanol/ 50 % H2O
Einfriermedium für Zellen 10 % DMSO
30 % FCS
60 % DMEM ohne Zusätze,
sterilfiltrieren 
GTC-Lösung 4 M Guanidiniumthiocyanat
25 mM Natriumcitratlösung pH 7,0
0,5 % Sarcosyl
in DEPC-Wasser lösen unter Erwärmen
+ 0,1 M 2-Mercaptoethanol
Hybridisierungslösung 50 % Formamid
10 U/ml  t-RNA
5 x SSC
0,1 % Denhardts Lösung
50 mM Natriumphosphatpuffer pH 6,5
1 % SDS
Hypotonischer Puffer für die Episom-Extraktion 20 mM HEPES
1 mM EDTA
1 mM DTT
1 mM PMSF | pH 7,5-8,0
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Lämmli-Puffer (10 x) 0,25 M Tris-Base
1,9 M Glycin
1 % SDS
LB-Medium (Luria-Bertani) 10 g Natriumchlorid
10 g Bacto-Trypton
5 g Hefeextrakt,
auf 1 l mit H2O auffüllen | pH 7,2 ;
für Agar-Platten 2 % Bacto-Agar zufügen
MOPS-Puffer (20 x) 400 mM MOPS
100 mM Natriumacetat
20 mM EDTA
in DEPC-Wasser | pH 7,0
Natriumphosphat-Puffer 3 Vol. 1 M NaH2PO4
+ 2 Vol.  1 M Na2HPO4 | pH 7,0
Neutralisierungslösung (DNA-Membranen) 1 M Tris pH 7,4
1,5 M Natriumchlorid | pH 7,0
Oligo-Markierungs-Puffer (OLB) 20 mM Nukleotide (dATP, dGTP, dTTP)
40 mM 2-Mercaptoethanol
400 mM Tris pH 8,0
200 mM MgCl2
30 g/ml Hexanukleotide
400 mM HEPES pH 6,6
PBS (Phosphate buffered saline) 123 mM Natriumchlorid
17,6 mM Na2 HPO4 | pH 7,2 - 7,4
Pefabloc SC 23,8 mg/ml Stocklösung in H2O
Poly (dI-dC) 1 mg/ml (10U = 500 g) 
in TNE-Puffer lösen,
5 Min bei 45 C annealen und auf 
Raumtemperatur abkühlen lassen, 
Lagerung bei - 20 C
Propidiumiodid-Färbelösung für FACS 50 g/ml Propidiumiodid
40 g/ml RNase A (DNase-frei)
in PBS
Puffer für Protein-Gesamtextrakte 0,05 M Tris-HCl pH 6,8
2  % SDS
10 % Glycerin
5 % 2-Mercaptoethanol
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Puffer A (Kern-Cytoplasma-Trennung) 10 mM HEPES pH 7,9
10 mM KCl
0,1 mM EDTA pH 8,0
0,1 mM EGTA pH 7,9
Vor Gebrauch Zusatz von Proteinase- und 
Phosphataseinhibitoren:
0,5 mg/ml Pefabloc SC
5 g/ml E-64
1 mM NaF
0,2 mM Na3VO4
2 mM DTT
Puffer B (RNA aus Kern-Cytoplasma-Trennung) 10 mM Tris pH 7,5
7 M Harnstoff
1 % SDS
0,3 M Natriumacetat pH 7,5
20 mM EDTA
In DEPC-Wasser
Puffer C (Kern-Cytoplasma-Trennung) 20 mM HEPES pH 7,9
400 mM Natriumchlorid
1 mM EDTA pH 8,0
1 mM EGTA pH 7,9
Vor Gebrauch Zusatz von Proteinase-und
Phosphataseinhibitoren siehe Puffer A
RNA-Ladepuffer 50 % Formamid
2,2 M Formaldehyd
1 x MOPS-Puffer
1 % Ficoll
0,02 % Bromphenolblau
in DEPC-Wasser
RNase A 10 mg/ml RNase A
10 mM Tris pH 7,5
15 mM Natriumchlorid
DNase inaktivieren durch Erhitzen auf
80 C für 20 Min.
SSC (20 x) 3 M Natriumchlorid
0,3 M Natriumcitrat-Dihydrat  | pH 7,0
TAE-Puffer (50 x) 2 M Tris 
0,25 M Natriumacetat
0,05 M EDTA 
auf pH 7,8 mit Essigsäure einstellen
TBE (10 x) 0,9 M Tris-Base
0,9 M Borsäure
0,02 M EDTA pH 8
TBS (10 x) 0,2 M Tris
1,4 M Natriumchlorid
auf pH 7,6 mit konz. HCl einstellen
TE-Puffer (100 x) 1 M Tris
0,1 M EDTA   | pH 7,8
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TNE 10 mM Tris
1 mM EDTA
100 mM Natriumchlorid | pH 7,2 - 7,4
TNE-SDS 10 mM Tris pH 7,8
10 mM EDTA pH 8,0
100 mM Natriumchlorid
0,2 % SDS
2 x TNE-SDS-Blaumarker 20 mM Tris pH 7,8
20 mM EDTA pH 8,0
200 mM Natriumchlorid
0,4 % SDS
0,1 % Bromphenolblau
0,5 % Dextranblau
Towbin-Puffer (10 x) 0,25 M Tris-Base
1,9 M Glycin
(für 1x Lösung 15 % Methanol zufügen)
Triton X-Puffer für Proteinextraktion 50 mM Tris pH 7,5
250 mM NaCl 
0,1 % Triton X
5 mM EDTA pH 8,0
50 mM NaF
1 mM DTT
0,1 mM PMSF
10 g/ml soybean trypsin inhibitor 
10 g/ml TPCK
10 g/ml TLCK
1 g/ml Aprotinin
0,1 mM Na3VO4
Tumor-Nekrose-Faktor  (TNF-) 100 U/l  Stocklösung
10 g (= 106 U) in 200 l H2O lösen
und 9,8 ml DMEM zugeben, 
bei - 70 C lagern
Western-Ladepuffer (5 x) 10 % SDS
300 mM Tris pH 6,8
12,5 % 2-Mercaptoethanol
5 mM EDTA pH 6,8
50 % Glycerin
0,1 % Bromphenolblau
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkulturtechniken (Lindl und Bauer, 1994)
Stammhaltung:
Adhärente Zellen werden in Gewebekulturflaschen im Brutschrank bei 37 C, 5 % CO2 und 95
% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das Kulturmedium (DMEM) beinhaltet 10 % Fötales Kälberserum
(FCS) bzw. 5 % für die Zellinie ID 13. Um Bewuchs mit Bakterien bzw. Pilzen zu verhindern,
werden 50 U/ml Penicillin und 50 g/ml Streptomycin zugesetzt.
Exponentielles Wachstum der Zellen wird erreicht durch “Splitten”, wenn sie annähernd
Konfluenz erreichen. Dazu werden sie mit Trypsin/EDTA vom Untergrund gelöst, in Medium
homogen verteilt und ein Teil der Zellen verworfen. Die verbleibenden Zellen heften sich wieder
am Untergrund fest und wachsen exponentiell. Bei Konfluenz tritt eine Kontakthemmung ein und
die Zellen treten in die Apoptose (Selbstzerstörung durch Freisetzung von Proteasen und
Schrumpfen der Zellen).
Einfrieren von Zellen:
Exponentiell wachsende Zellen werden trypsiniert, durch Zentrifugieren konzentriert und in
Einfriermedium mit DMSO zum Schutz vor Zerstörung der Zellwände durch Eiskristallbildung
aufgenommen.
Das Einfrieren erfolgt langsam, indem die Zellen in Kryoröhrchen zunächst gut isoliert auf -70
C heruntergekühlt werden und danach in flüssigem Stickstoff dauerkonserviert werden. 
Hierbei bleiben 20 - 80 % der Zellen für mehrere Jahre lebensfähig, je nach Eigenschaften der
Zellinie.
Auftauen von Zellen:
Tiefgefrorene Zellen werden bei 37 C aufgetaut und in Kulturmedium ohne DMSO wieder
resuspendiert. Nach einigen Stunden Kulturdauer werden DMSO-Reste durch einen
Mediumwechsel entfernt.
Aussaat von Zellen:
Subkonfluente Zellen werden trypsiniert und in einem geringen Volumen Medium aufgenommen.
Die Zellzahl pro ml wird ermittelt, indem ein Aliquot mit Trypanblau angefärbt (Volumen
Zellsuspension / Trypanblaulösung 1:1) und  in einer Neubauer-Zählkammer die Anzahl der
Zellen im festgelegten Volumen der Großquadrate ausgezählt wird. 
Zellen / ml = Mittelwert Großquadrate * Verdünnung (hier: 2) * 104
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Nach Verdünnen der Zellsuspension wird in Gewebekulturschalen die gewünschte Zelldichte
(2,25 * 104 Zellen / cm2 bzw. 4,5 * 104 Zellen / cm2  für die Zellinie CaSki) ausgesät. Die
Behandlung der Zellen beginnt am folgenden Tag, wenn die Zellen adhärent sind.
2.2.2 DAPI-Färbung von Zellen (Reddy et al., 1999)
Mit Hilfe des DAPI-Farbstoffs kann DNA gefärbt werden, so daß sie durch UV-Bestrahlung blau
fluoresziert. Die DAPI-Färbung dient zum Nachweis der Mykoplasmenfreiheit von Zellen oder
als Gegenfärbung des Zellkerns, wenn Substanzen im Cytoplasma andersartig markiert wurden.
Auch morphologische Veränderungen des Zellkerns können auf diese Weise mikroskopisch
sichtbar gemacht und photographisch festgehalten werden.
Zur Vorbereitung der Zellen gehört, daß sie auf Deckgläsern in der gewünschten Dichte ausgesät
werden. Nach dem Waschen in PBS und Fixieren in Methanol/Aceton 3 :1 für 15 Min bei -20C
werden die Deckgläser mit einer kleinen Menge der DAPI-Färbelösung (Mounting Medium von
Vector Laboratories) bedeckt und mit der Zellseite nach unten auf Objektträgern plaziert. Diese
werden dann bis zur mikroskopischen Auswertung unter Lichtausschluß aufbewahrt.
2.2.3 RNA- Extraktion und  -Untersuchung
RNA-Extraktion (Chomczynski und Sacchi, 1987):
Zellen werden nach der Behandlung mit PBS gewaschen und anschließend für 10 Min mit GTC-
Lösung inkubiert bei Raumtemperatur. GTC ist ein sehr effektives Reagenz, das Proteine
denaturiert, die zu eluierende RNA aber in Lösung hält. Die GTC-Lysate werden im Falcon-Gefäß
mit 1/10 Volumen Natriumacetat pH 4,8 , 1/3 Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) und
einem Volumen Phenol ausgeschüttelt und für 15 Min auf Eis gestellt . Dabei wird durch den
sauren pH-Wert die RNA in der wäßrigen Phase gehalten, die DNA geht jedoch in die
Phenolphase über. Nach Zentrifugation für 10 Min bei 5000 Upm wird die Oberphase zu 2
Volumen Isopropanol gegeben, gut gemischt und über Nacht die RNA bei -20C ausgefällt. Am
nächsten Tag folgt eine 1-stündige Zentrifugation bei 5000 Upm und 4C, wobei die RNA
pelletiert wird. Nach erneuter Aufnahme in GTC/Isopropanol und Fällung für 1 h bei -20 C in
Eppendorf-Gefäßen wird wiederum 1 h zentrifugiert bei 14000 Upm und 4C. Darauf folgend
wird sie mit 70 % Ethanol gewaschen, um GTC-Reste zu entfernen, an der Luft getrocknet und
in einem kleinen Volumen DEPC-Wasser aufgenommen.
Die Konzentration und Reinheit der RNA werden über die Aufnahme der optischen Dichte bei
260/280  nm am Photometer ermittelt. 1 OD bei 260 nm entspricht einer Konzentration von 40
g/ml RNA, ein Verhältnis 260/280 nm von 1,8 einem optimalen Reinheitsgrad.
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Abb. 2-1:  
Schematischer Aufbau eines Northern-Blots
Alternativen zur Aufreinigung von RNA:
- Isolation aus dem Cytoplasma-Extrakt (siehe Kern-Cytoplasma-Trennung von Proteinen)
- Quiagen RNeasy Extraktions-Kit
Elektrophorese und Northern Blotting (Alwine et al., 1977):
Ribonukleinsäuren unterschiedlicher Größe werden in 1 % Agarosegelen in 1x MOPS-Puffer
unter nicht denaturierenden Bedingungen aufgetrennt. Pro Probe werden 5 g RNA mit einem
entsprechenden Volumen RNA-Ladepuffer versetzt und zur Entfaltung der Sekundärstrukturen
für 10 Min auf 65 C erhitzt. Vor dem Auftragen ins Gel wird das Ladepuffer-RNA-Gemisch in
einer Eis-Wasser-Mischung wieder heruntergekühlt. Die elektrophoretische Trennung erfolgt bei
80 V für 1,5 - 2 h.
Nach der Elektrophorese folgt eine Aufnahme des Gels im UV-Licht auf Polaroid-Film, die RNA-
Banden sind durch das eingelagerte Ethidiumbromid, das dem Gel zugesetzt wird, deutlich zu
unterscheiden und werden markiert. Es handelt sich dabei um die ribosomale 28S und 18S RNA
und die dritte schnell laufende Bande enthält ribosomale 5S RNA plus transfer-RNAs.
28S rRNA  -  4,7 kb (Kilo-Basenpaare)
18S rRNA  -  1,9 kb
 5S rRNA   -  0,1-0,15 kb
In 20x SSC-Puffer werden Gel und Gene Screen-Nylonmembran für ca. 10 Minuten für den Blot
equilibriert. Der Blotaufbau erfolgt von unten nach oben: mehrere Schichten Zellstoff-Papier,
darauf 4 in 20x SSC angefeuchtete 3MM-Papiere, hierauf die Membran und abschließend das Gel.
Der Aufbau wird durch Umwickeln mit Folie vor dem Austrocknen geschützt und mit einer
Glasplatte und einem Gewicht beschwert, um Luftblasenbildung zwischen Gel und Membran zu
verhindern. Nach dem Transfer über Nacht wird durch Inkubation der Membran in 2x SSC für 10
Min die Salzkonzentration verringert, die beim Hybridisieren zu Störungen führt.
Nach Trocknen auf 3MM-Papier kann die Hybridisierung folgen.
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Plasmid-Transformation und -Isolation aus E. coli zur Gewinnung von cDNA-Sonden
(Birnboim und Doly, 1979):
Kommerziell erhältliche kompetente E. coli XL1-Blue werden auf Eis aufgetaut. Zu etwa 100 l
Bakteriensuspension werden 50 ng des Plasmids mit der enthaltenen cDNA und einem
Selektionsmarker (Ampicillin-Resistenz) gegeben. Es folgt eine 20 minütige Inkubation auf Eis,
eine Erwärmung auf 42C für 50 Sekunden und eine erneute Abkühlung, bevor die
transformierten Bakterien in 900 l flüssiges LB-Medium transferiert werden, in dem sie für 1
h vorinkubiert werden unter konstantem Schütteln. Unter diesen Bedingungen ist die Zellwand
der Bakterien kurzfristig porös genug, um die Plasmide in die Zellen aufzunehmen. Einige l
dieser Vorkultur werden auf LB-Ampicillin-Agarplatten ausgestrichen, so daß nur die
transformierten Zellen, die den Selektionsmarker tragen, zu einer Kolonie heranwachsen können.
Nach einer Über-Nacht-Inkubation bei 37C wird eine Kolonie auf der Platte “gepickt” und in
flüssiges LB-Medium mit Ampicillin-Zusatz überführt.
Nach einigen Stunden Schüttelkultivierung bei 37C kann eine Glycerinkultur angelegt werden.
Dazu werden 800 l der Bakteriensuspension mit 200 l 100% Glycerin gemischt und in
Kryoröhrchen bei -70C eingefroren.
Ein weiteres Aliquot dient zum Beimpfen einer Großkultur von 500 ml oder 1 l LB-Medium. Die
Plasmide mit den gewünschten Sonden werden aus der Großkultur mit dem “Quiagen Plasmid
Maxi Kit” extrahiert, dessen Prinzip auf einer Bindung an Säulenmaterial und anschließender
Elution beruht. Die Konzentration wird über die OD 260 nm ermittelt (1 OD 260 nm entspricht
50 g/ml DNA). (Für genauere Beschreibung siehe Anleitung zum Quiagen-Kit.)
Radioaktive Markierung von cDNA-Sonden durch “Random Priming” (Feinberg und
Vogelstein, 1983) und Hybridisierung (Southern, 1975):
Das Random-Priming beruht auf der Bindung von Hexanukleotid-Primern an die denaturierte
DNA-Sonde und anschließender DNA-Synthese durch die Klenow-Polymerase unter Zufügen
eines radioaktiven Nukleotids (32P-dCTP). 
100 ng der DNA-Sonde werden mit dest. Wasser auf 40 l Gesamtvolmen aufgefüllt und für 2
Min bei 100C denaturiert. Nach Abkühlen auf Eis werden nacheinander 1 l 1% BSA, 5 l
OLB-Puffer, 1 l Klenow-Polymerase (1U) und 2,5 l 32P-dCTP zugegeben. Der Ansatz reagiert
20 - 30 Min bei 37C (oder alternativ 2 h bei Raumtemperatur) und wird durch Zugabe von 50 l
2x TNE-SDS mit Blaumarkern gestoppt.
Die Trennung der nicht gebundenen Oligonukleotide von der markierten Sonde wird
bewerkstelligt durch Zentrifugation des Ansatzes (1500 Upm, 3 Min) über eine Biogel-Säule und
Elution der Sonde in TNE-SDS. Die niedermolekularen freien Oligonukleotide bleiben in der
Säule zurück.
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Nach dem erneuten Denaturieren wird die markierte Sonde in 10 - 12 ml Hybridisierungs-Lösung
verdünnt. Die Membran soll vor der eigentlichen Hybridisierung mindestens 2 h in
Hybridisierungs-Lösung vorbehandelt werden, um unspezifische Bindungen zu vermeiden. Im
Hybridisierungsofen findet die Bindung der Sonde über Nacht bei 42C statt.
Vor dem Exponieren auf Kodak-Röntgenfilm wird die Nylon-Membran bei 68C in 2x SSC / 0,1
% SDS mehrfach gewaschen. Die Autoradiographie dauert je nach Sonde zwischen 1 Tag und 1 -
2 Wochen.
2.2.4 DNA-Extraktion und - Untersuchung
Extraktion von genomischer DNA:
Nach erfolgter Behandlung werden die Zellen mit PBS gewaschen und für 10 Min lysiert bei
Raumtemperatur in einer Mischung aus 2 Volumen TE und 1 Volumen DNA-Lysepuffer.
Anschließend wird das Zellysat in Falcon-Gefäßen mit Proteinase K versetzt und für 1 h bei 55C
inkubiert, was dem Temperaturoptimum des Enzyms entspricht. Darauf folgt eine Phenol-
Chloroform-Extraktion der DNA, um die enthaltenen Proteine abzutrennen bzw zu denaturieren.
Nach Zentifugation bei 5000 Upm und Raumtemperatur werden der wäßrigen Phase in einem
neuen Gefäß 1/5 Volumen 10 M Ammoniumacetat und 1 Volumen Isopropanol zugefügt und die
DNA über Nacht bei -20C gefällt. Nach Zentrifugation bei 5000 Upm und 4C wird das Pellet
mit 70 % Ethanol gewaschen und anschließend in 100 - 200 l TE aufgenommen. Die
Konzentration wird am Photometer bei 260 nm gegen TE-Puffer bestimmt.
Extraktion von episomaler DNA:
Für die Extraktion von BPV-1 episomaler DNA aus ID 13 Zellen wird der Zellrasen zunächst
durch Waschen mit PBS von Mediumresten befreit. Dann wird für 5 Min mit hypotonischem
Puffer lysiert, bevor man das Lysat im Homogenisator behandelt und mit einem gleichen Volumen
an 0,6 M Sucroselösung versetzt, so daß die Zellkerne stabilisiert werden. Nach Pelletieren der
Zellkerne bei 3000 Upm für 5 Min und 4C kann aus dem Überstand nach Zugabe von 1 Vol
Puffer B die RNA extrahiert werden per Phenol/Chloroform-Extraktion und Isopropanol-Fällung.
Aus dem Zellkern-Pellet wird die episomale DNA durch mehrfaches Versetzen mit
hypotonischem Puffer und Inkubation bei 0C eluiert, während die genomische DNA die
Kernporen nicht passieren kann. Das Eluat wird dann direkt für die Auftrennung im
Sucrosegradienten verwendet.
Soll kein Sucrosegradient gefahren werden, kann auch alternativ eine Extraktion der episomalen
DNA nach Hirt (1967) erfolgen. Dazu werden zum Zellkern-Pellet 1/3 Vol DNA-Lysepuffer und
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10 mM NaCl zugefügt und die Hochsalz-Mischung über Nacht bei 4C inkubiert, bevor die
großen ausgesalzten Zellbestandteile durch Zentrifugation bei 14 000 Upm und 4C für eine
Stunde abgetrennt werden. Die Episome im Überstand werden durch Proteinase-Behandlung
gereinigt und für die DNA-Gelelektrophorese verwandt.
Sucrosegradient und Auftrennung der Fraktionen im Chloroquingel:
Mit einer Sucrose-Gradienten-Zentrifugation können DNA-Moleküle unterschiedlicher Dichte
voneinander getrennt werden. Die Dichteunterschiede resultieren aus verschiedener DNA-Länge
oder Bindung an Proteine. In Ultrazentrifugenröhrchen wird über einem 70 % Sucrosekissen ein
10 - 30 % Sucrosegradient mit Hilfe eines Gradientenmischers aufgebaut. Darauf werden die
Proben mit der eluierten episomalen DNA aufgetragen und bei 40 000 Upm, 0C und Vakuum
für 90 Min zentrifugiert. Anschließend werden Fraktionen von je 400 l gesammelt, nachdem das
Gradientenröhrchen von unten angestochen wird, so daß sich die schwersten Bestandteile aus dem
Gradient in den ersten Fraktionen befinden, die leichten in den späten Fraktionen.
Die Aufarbeitung der Gradientenfraktionen erfolgt durch Zugabe von 10 mM EDTA, 2,5 M
Ammoniumacetat und 5 mg/ml Ultraschall-behandelter Heringssperma-DNA als Fällhilfe. Mit
2 Vol Isopropanol wird die DNA über Nacht gefällt und nach Zentrifugation für 1 Stunde bei 14
000 Upm und 4C in TE aufgenommen.
Chloroquin lagert sich, ähnlich Ethidiumbromid, während der Elektophorese in die DNA ein und
führt zu einer Trennung von Histon-gebundenen Episomen der Form I (ringförmige spiralig
aufgewundene DNA), so daß Topoisomere mit unterschiedlicher Windungszahl voneinander
getrennt werden. Diese können dann nach Southern Blotting und Hybridisierung mit einer BPV-1
Sonde per Autoradiographie sichtbar gemacht werden. Die Elektrophorese erfolgt mit Zusatz von
60 g/ml Chloroquin in Gel und TAE-Puffer bei 4C und gleichmäßiger Pufferumwälzung für
40 Stunden.
Southern Blotting von DNA:
Nach der elektrophoretischen Auftrennung von DNA in 1% Agarosegelen und 1x TAE-Puffer
wird die DNA denaturiert durch Lagerung des Gels für 2 x 20 Min in Denaturierungspuffer. Die
Nylon-Membran wird ebenfalls kurz angefeuchtet und dann für 10 Min in Denaturierungspuffer
vorbereitet. Der Blotaufbau entspicht dem Northern Blot. Am folgenden Tag wird die geblottete
DNA in Neutralisierungspuffer wieder renaturiert und kann mit den entsprechenden Sonden
hybridisiert werden.
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2.2.5 Extraktion und Untersuchung von Proteinen
Allgemein werden alle Extraktionsschritte zur Proteingewinnung unter Kühlung (auf Eis oder bei
4C) ausgeführt, um die Protease-Tätigkeit so gering wie möglich zu halten.
Gesamtextrakte:
Die Ernte der Protein-Gesamtextrakte beginnt mit zweimaligem Waschen der Zellen mit PBS.
Anschließend werden die Zellen in PBS mit dem Zellschaber von der Platte gelöst und bei 1000
Upm und 4C für 5 Min zentrifugiert. Das Pellet wird in einem kleinen Volumen Puffer für
Proteingesamtextrakte resuspendiert. Daraufhin wird die Suspension zweimal für 10 Sekunden
mit Ultraschall behandelt und 5 Min im Themoschüttler auf 100C erhitzt. Die Beschallung dient
der Zerstörung der großen DNA-Moleküle, durch das Erhitzen werden Proteasen inaktiviert. Ein
Aliquot der Extrakte wird mit Trichloressigsäure gefällt und in 0,5 M Tris-HCl (pH 8) wieder
aufgenommen und die Proben bei 595 nm nach Bradford vermessen, wobei der hohe SDS-Gehalt
des Gesamtextrakt-Puffers stören würde. Die Extrakte werden bei -70C gelagert.
Kern- Cytoplasma- Trennung (Schreiber et al., 1989, Hoppe-Seyler et al., 1991):
Die Zellen werden mit PBS gewaschen, mittels eines Zellschabers vom Untergrund gelöst und bei
1000 Upm für 5 Min zentrifugiert. Das Pellet wird mit Puffer A versetzt, der Proteinase- und
Phosphatase-Inhibitoren enthält, um eine Degradation der Proteine zu vermeiden. In Puffer A
werden die Zellen für 15 Min auf Eis inkubiert, der hypotonische Puffer bewirkt eine Quellung
der Zellen. Dann wird für einen exakten Zeitrahmen von 5 Min das Detergens Nonidet-P40
(Roche Diagnostics)  zugegeben zur Lyse der Cytoplasmamembran und anschließend zentrifugiert
(1000 Upm, 4C, 5 Min). Die Kernmembran bleibt bei dieser Behandlung intakt, so daß aus dem
Pellet die Kernproteine extrahiert werden können.
Der Überstand enthält die cytoplasmatischen Proteine und wird bei -70C gelagert. Soll
gleichzeitig RNA extrahiert werden, teilt man den Überstand und versetzt die eine Hälfte mit
Puffer B 1:1 und fügt 1 Vol Chloroform und 3 Vol Phenol zu. Nach gleichmäßigem Schütteln für
15 Min kann aus der wäßrigen Phase  nach Zentrifugation eine Isopropanol-Fällung und
Aufnahme in DEPC-Wasser vorgenommen werden (siehe auch RNA-Extraktion).
Das Pellet mit den Kernproteinen wird mit dem hyperosmolaren Puffer C für 20 Minuten auf Eis
inkubiert und anschließend 10 Min bei 14 000 Upm und 4C zentrifugiert. Der Überstand enthält
nun den Kernextrakt. Lagerung erfolgt auch hier bei -70C.
Proteinextrakte für Immunpräzipitationen:
Die Proteinextraktion für den p38-Aktivitäts-Assay wurde nach beiliegender Anleitung von New
England Biolabs durchgeführt.
Für den cdk2-Aktivitätsassay wurden die Zellen folgendermaßen aufgeschlossen:
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Nach Waschen in PBS werden die Zellen in den Kulturschalen durch Trypsinieren vom
Untergrund gelöst, die Trypsin / EDTA-Lösung durch Mediumzugabe neutralisiert und die Zellen
zentrifugiert bei 1000 Upm, 4C für 5 Min. Die Lyse des Zellpellets erfolgt für 30 Min auf Eis mit
Triton X -Extraktionspuffer. Triton X als Detergens dient hier zum Aufbrechen der
Zellmembranen. Nach Zentrifugation bei 14 000 Upm für 10 Min und 4C wird der Überstand
(Proteinextrakt) bei -70C gelagert.
Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976):
Die Proteinbestimmung bei 595 nm besitzt einen Empfindlichkeitsbereich zwischen 1-20 g/ml
Protein. Sie beruht auf dem Vergleich der zu bestimmenden Proben mit einer Kalibrierkurve, die
aus verschiedenen Konzentrationen des gereinigten Standardproteins BSA (Rinderserumalbumin)
erstellt wird. Die photometrische Bestimmung mißt den Farbumschlag des Bradford-Reagenzes
(BioRad), welches den Farbstoff Coomassie Brillant Blue beinhaltet, der sich quantitativ an die
Proteine bindet und so eine Farbintensität entfaltet, die proportional zur Proteinkonzentration
ansteigt .
SDS-PAGE (Polyacrylamid-Gelelektrophorese), Western Blotting (Semi-dry) und
Proteinnachweis mit Hilfe von Antikörpern (Laemmli, 1970, Kyhse-Andersen, 1984):
Proteine werden je nach Größe in 8 - 15 % Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt. Die Elektrophorese
verläuft vertikal, der Laufpuffer ist 1x Lämmli-Puffer. Bei dieser Form der Protein-Elektrophorese
werden die Proteine durch Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert und negativ geladen, d.h., die
Laufgeschwindigkeit im Gel wird ausschließlich durch ihre Größe bestimmt.
Das Western-Blotting erfolgt in einer semi-dry Elektrophoresekammer bei 4C für ca. 1-1,5
Stunden. Polyacrylamidgel und PVDF-Membran werden vorher in 1x Towbin-Puffer mit 10 -
15% Methanolzusatz equilibriert. Der Blotaufbau sieht folgendermaßen aus: auf die Anodenseite
(positiver Pol) der Elektrophoresekammer werden 10 in Towbin-Puffer angefeuchtete 3MM-
Papiere, darauf die equilibrierte Membran, das Gel und wiederum 10 angefeuchtete 3MM-Papiere
horizontal aufeinandergelegt (luftblasenfrei) und mit dem Kathodenteil der Kammer bedeckt. Der
Transfer erfolgt unter Kühlung bei 0,8 mA/cm2. 
Die Membran wird anschließend für eine Stunde bei Raumtemperatur in 5 % Milch in TBST-
Puffer unter gleichmäßiger Bewegung inkubiert, um unspezifische Proteinbindungen zu
vermeiden, wenn die Antikörper-Lösung zugesetzt wird. Primäre Antikörper werden zwischen
1:500 bis 1:10 000 (wie vom Hersteller angegeben) in 1x TBST verdünnt und über Nacht mit der
Membran inkubiert bei 4C, sekundäre Antikörper werden in der  Verdünnung 1:5000 und bei
Raumtemperatur für eine Stunde auf die Membran gegeben. Nach jedem Inkubationschritt wird
die Membran gut in 1x TBST gewaschen, um nicht gebundene Antikörper zu entfernen. Detektion
der Proteinbanden erfolgt nach Zusatz von ECL-Reagenz (Chemolumineszenz-Reaktion der an
den Zweitantikörper gebundenen Meerrettichperoxidase) auf Röntgenfilmen.
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Abb. 2-2:  
Prinzip der Chemolumineszenzreaktion (ECL-“enhanced
chemoluminescence”) zum Nachweis von Proteinen mit
spezifischen Antikörpern
Strippen von PVDF-Membranen:
Soll ein weiteres Protein auf einer Membran untersucht werden, so wird der erste Antikörper
durch “Strippen” mit 0,2 M NaOH für 5 Min von der Membran entfernt. Die Membran wird
danach gut in 1x TBST gewaschen und wiederum für eine Stunde in 5 % Milch in TBST
inkubiert, bevor die Anbindung des neuen Antikörpers stattfinden kann. 
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Abb. 2-3:   
Schematisierter Ablauf eines cdk2-Assays: Immunpräzipitation,
Substratumsetzung und Gelelektrophorese.
Cdk2-Aktivitäts-Assay:
Der Nachweis der cdk2-Aktivität beruht auf einer Immunpräzipitation des cdk2-Proteins mit einem
spezifischen Antikörper und einem anschließenden Assay, bei dem das Substrat Histon H1 durch
aktives cdk2 phosphoryliert wird.
Im Einzelnen werden dafür jeweils 100 :g des Zellextrakts mit 1 :l Antikörper versetzt und für
2 Stunden auf Eis inkubiert. Dann werden die Protein-Antikörper-Aggregate durch Zugabe von
Protein A/G-Agarosebeads gebunden (die konservierte Fc-Domäne der Antikörper lagert sich
spezifisch an die Agarosebeads an) und durch Zentrifugation der Beads von den übrigen
Extraktproteinen getrennt. Mit Lysepuffer und Kinasepuffer, der auch für die folgende Histon-
P h o s p h o r y l i e r u n g
Verwendung findet, werden
d i e  B e a d s  m e h r f a c h
gewaschen und anschließend
mit einem Premix aus Histon
H1, ATP und radioaktivem
gamma-ATP versetzt. Dieser
reagiert bei 30/C für 10 - 15
Min mit dem immun-
präzipitierten cdk2-Protein
und wird dann auf ein 10 %
Western-Gel aufge-tragen
(siehe auch Abb.2-3). Nach
der Elektrophorese werden die
aufgetrennten Proteine mit
Coomass ie-Färbelösung
sichtbar gemacht. Man kann
hier 2 Histon-Banden
detektieren, deren radioaktives
Labeling nach dem Trocknen
des Gels per Autoradiographie
kontrolliert wird.
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Abb. 2-4: 
Verteilungsprofil der Zellen auf die Zellzyklus-Phasen nach der
FACS-Messung
Prinzip p38-Aktivitätsassay:
Wie der cdk2-Assay begründet sich auch der p38-Assay auf einer Immunpräzipitation der
phosphorylierten Form von p38 und einem nachfolgenden Phosphorylierungs-Assay. Bei diesem
wird ein Substrat (hier ATF 2) unter geeigneten Bedingungen durch aktives gebundenes p38-
Protein phosphoryliert, wobei eine Markierung auftritt durch den Zusatz von radioaktivem ATP,
das als Phosphat-Donor wirkt. Im Gegensatz zum cdk2-Assay ist im Kit von New England
Biolabs jedoch der Antikörper schon an die Sepharose-Beads gebunden, wodurch ein
Arbeitsschritt entfällt. Zudem wird das phosphorylierte ATF 2 durch Antikörper nachgewiesen,
so daß der Kit ohne Radioaktivität auskommt.
2.2.6 FACS-Messung (Durchflußzytometrie), (Sherwood und Schimke, 1995):
Mit der Durchflußzytometrie wird untersucht, ob die Zellen einer Kultur nach Behandlung
gleichmäßig in allen Zellzyklus-Phasen zu finden sind oder ob eine Arretierung der Zellen bzw.
Apoptose auftritt. Dazu werden die Zellen nach dem Ablösen aus der Schale mittels Trypsin und
Waschen mit PBS in 70% Ethanol fixiert. Die Fixierung erfolgt durch tropfenweise Zugabe zum
Ethanol und unter gleichmäßiger Bewegung, um Zellaggregationen zu vermeiden. Vor der FACS-
Bestimmung werden die Zellen wieder in PBS aufgenommen und unter Lichtabschluß  für
mindestens 10 Min mit 50 g/ml Propidiumiodid gefärbt. Propidiumiodid ist ein
lichtempfindlicher roter Fluoreszenz-Farbstoff, der im FACS durch Laserbestrahlung angeregt
wird. Über die Intensität der Fluoreszenz können die einzelnen Zellen den Zellzyklus-Phasen
zugeordnet werden, da tetraploide Zellen (G2) aufgrund  ihres höheren DNA-Gehalts eine stärkere
Fluoreszenz aufweisen als diploide (G1/S). Pro Probe wird eine definierte Anzahl von 10 000
Zellen ausgewertet und ein Profil der Verteilung erstellt.
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2.2.7 Apoptose-Assay (Cell Death Detection Kit: ELISA Plus, Roche
Diagnostics):
Mit dem Kit zur Apoptose-Detektion können apoptotische Zellen nach einer Behandlung
quantifiziert werden. In 96-Loch-Platten werden je Loch 5*104 Zellen ausgesät und der zu
testenden Substanz ausgesetzt. Dann erfolgt eine Zellyse, Zentrifugation und eine Inkubation mit
Antikörpern gegen Histon (Biotin-markiert) und DNA (konjugiert mit Peroxidase) in Streptavidin-
beschichteten Mikrotiterplatten. Beide Antikörper binden an die durch DNA-Fragmentierung ins
Zytoplasma freigesetzte Nukleosome, was eine Apoptose-typische Reaktion ist. Die Biotin-
Kopplung des Histon-Antikörpers dient der Adaption an die Streptavidin-Oberfläche der Platten.
Durch die Peroxidase am DNA-Antikörper kann das Substrat ABTS (2,2-Azino-di(3-
ethylbenzthiazolin-sulfonat) umgesetzt werden. Die Substratumsetzung prägt sich als im Elisa-
Reader ablesbarer Farbumschlag aus. Die Absorption wird bei 405 nm gemessen. Zur Auswertung
wird ein Verstärkungsfaktor berechnet, indem der Wert der behandelten Zellen durch den der
unbehandelten dividiert wird.
2.2.8 Elektromobilitäts-Shift-Assays und Supershift-Untersuchungen zum
Nachweis von Protein-DNA-Wechselwirkungen (Carthew et al, 1985,
Singh et al, 1986):
Elektromobilitäts-Retardierungen werden hier vorgenommen, um in behandelten Kernextrakten
eine veränderte Bindung von Transkriptionsfaktoren an die entsprechenden Konsensus-Sequenzen
zu ermitteln.
Die Methode teilt sich in 3 Schritte: a) Annealing des Oligonukleotids, b) Markierung und
Aufreinigung des Oligonukleotids, c) Bindung der Proteine und Gelelektrophorese.
a) Annealing des Oligonukleotids:
Die Synthese der Konsensus-Sequenzen erfolgt als positiv-Sequenz und komplementäre
Gegensequenz. Um einen Doppelstrang für die Proteinbindung zu erhalten, müssen die
Einzelstränge annealt werden. Dazu werden gleiche Mengen der Einzelstränge in TNE-Puffer
zusammengegeben und im PCR-Gerät für 10 Min auf 85 C erhitzt. Die Abkühlung erfolgt
langsam (1 C / Min), die Lagerung findet bei -20C statt.
b) Markierung und Aufreinigung des Oligonukleotids:
Da beim Annealing ein gewisser Prozentsatz an Einzelstrang-DNA erhalten bleibt, muß diese vor
dem eigentlichen Versuch abgetrennt werden. Dazu wird ein nicht denaturierendes 15%
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Polyacrylamidgel eingesetzt, in dem die vorher mit 32P-gamma-ATP markierte DNA nach ihrer
Größe aufgetrennt wird.
Ansatz: 2 l annealtes Oligonukleotid
+ 2 l H2O
+ 1 l Markierungs-Puffer
+ 1 l T4-Kinase
+ 4 l 32P-gamma-ATP
Die Markierung findet für 30 Min bei 30C statt. Die Reaktion wird anschließend mit 5 l DNA-
Ladepuffer gestoppt und die Probe im Polyacrylamidgel 1,5 Stunden bei 200 V getrennt. Durch
Autoradiographie werden die radioaktiv markierten Banden sichtbar gemacht und die höher
laufende DNA-Doppelbande ausgeschnitten. Die Elution des Oligonukleotids erfolgt in TNE-
Puffer über Nacht bei 4C.
c)  Bindung der Proteine und Gelelektrophorese:
Für die EMSA (electromobility shift assay)-Reaktion wird Kernextrakt aus Zellen verwendet, da
nur hier die transkriptionell aktiven Formen der an Promotoren bindenden Proteine vorkommen.
Bei den Retardierungs-Gelen handelt es sich um 5,5% Polyacrylamidgele. Um die Spezifität der
Bindungen zu garantieren wird zum einen Poly(dI-dC) als unspezifischer Kompetitor zugesetzt,
zum anderen kann auch das nicht-markierte (“kalte”) Oligonukleotid im Überschuß zugegeben
werden, das dann die Sequenzen überlagert, die durch das radioaktive Oligonukleotid gebunden
werden.
Reaktionsansatz pro Probe: 2 g Kernextrakt
+ 2 g Poly(dI-dC)
+ 5x Bindungs-Puffer für Bandshift
+ 10 000 cpm des markierten Oligonukleotids
+ H2O auf 20 l Gesamtvolumen
Die Reaktionsansätze werden für 30 Min bei Raumtemperatur inkubiert und im folgenden bei 4C
für 30 Min bei 280 V und 1h bei 350 V einer Elektrophorese unterzogen.
Sollen Supershift-Untersuchungen angestellt werden für eine genauere Analyse der bindenden
Proteine, so wird nach den 30 Min Inkubation mit dem Oligonukleotid zum Reaktionsansatz 1 l
des spezifischen Antikörpers zugefügt, der eines der Proteine erkennt. Bei 4 C wird diesem eine
weitere Stunde die Möglichkeit zur Bindung gegeben vor der Elektrophorese. Diese kann je nach
Antikörper und Oligonukleotid um 15 Min verlängert werden, um eine optimale Trennung der
Banden zu erreichen.
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Nach der Auftrennung wird das Gel auf Whatman-Papier bei 80C für 1 h im Geltrockner
getrocknet und im letzten Schritt die durch Protein-Bindung retardierten Oligonukleotide per
Autoradiographie nachgewiesen. Je nach Komplexgröße können die radioaktiven Banden höher
oder niedriger im Gel ausgemacht werden, wobei gilt: je größer der Komplex, desto kürzer die
Laufstrecke. 
      Antikörper-Protein-Oligonukleotid   >   Protein-Oligonukleotid   >   Oligonukleotid
Super-Shift    Shift              kein Shift
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3 ERGEBNISSE
Virusinfektionen sind seit mindestens 200 Jahren als Auslöser diverser Krankheiten bekannt.
Über Papillomviren wußte man zunächst nur, daß sie die Ursache für die Ausbildung von
Hautwarzen waren. Heutzutage ist die Tatsache unbestritten, daß es eine Assoziation von
bestimmten Papillomvirustypen mit der Entstehung von Krebs gibt (Übersichtsartikel zur
Hausen, 1996a).
Die Zellinie ID 13 ist in diesem Zusammenhang ein geeignetes Modellsystem, um intrazelluläre
Signaltransduktionswege im Kontext der viralen Transformation zu untersuchen. Es handelt sich
um eine durch den Bovinen Papillomvirus Typ I transformierte Zellinie, die nach Injektion in
Nacktmäuse zur Tumorbildung führt. Im Gegensatz zur spontan immortalisierten Vorläufer-
Linie C 127 (Lowy et al., 1978) findet man hier durch die Interaktion des BPV-E5 Proteins eine
EGF-Rezeptor Überexpression (Martin et al., 1989). Zudem wird durch die episomale
Aufrechterhaltung der Virus-DNA ein frühes Stadium der Infektion simuliert, wie es auch in
HPV positiven Vorläuferläsionen zu finden ist (Dürst et al., 1985). Wirkungen des Inhibitors AG
555 sind als direkter Einfluß auf die Onkogene des Virus zu erkennen, deren Expression durch
Transkriptionsfaktoren der Zelle vermittelt wird. Ein weiterer Vorteil der Episome besteht in der
Möglichkeit, sie vom zellulären Chromatin abzutrennen und separat auf topologische
Veränderungen hin zu analysieren (Rösl et al., 1986).
Das Tyrphostin AG 555 wurde exemplarisch aus der Gruppe der Erbstatin-Derivate zur
Behandlung ausgewählt, da es in den Vorversuchen sowohl eine schnelle als auch
reproduzierbare Wirkung auf die Zellinie ID 13 zeigte. Außerdem gehörte AG 555 unter den
Tyrphostinen zu den bis dato gut charakterisierten Derivaten. So lagen bereits vor
Versuchsbeginn z. B. Daten über die IC50-Werte spezifischer Substrathemmungen in anderen
Zellinien vor, eine Voraussetzung, die für viele andere Substanzen dieser Stoffklasse nicht
gegeben war.
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Kontrolle- 2 Tage                             Kontrolle - 2 Tage
ID 13                                   C 127
AG555 - 2 Tage                                AG555 - 2 Tage
Abb. 3-1 : 
Effekt von AG 555 auf Wachstum und Zellmorphologie: Photographie
der mit 30 M AG 555 behandelten Maus-Fibroblasten nach 2 Tagen.
Auf der linken Seite sind  Kontrolle und Behandlung der Zellinie  ID 13
zu sehen, rechts die Zellinie C 127 (200fache Vergrößerung). 
In beiden Zellinien findet man  in den AG 555-behandelten Ansätzen eine
Wachstumsarretierung .
3.1 Auswirkungen des Tyrphostins AG 555 auf das Wachstum und die
Morphologie der Zellen
Um zunächst unmittelbar sichtbare Wirkungen des Tyrphostins auf die Mausfibroblasten-
Zellinien zu untersuchen, wurden die Zellen für mehrere Tage mit AG 555 der Konzentration 30
M behandelt, die im folgenden für alle Versuchsreihen verwendet wurde. 
Die Kontrollzellen in Abb. 3-1 zeigten sehr deutlich den veränderten Phänotyp, der durch die
BPV-1 Transformation auftritt. ID 13 Zellen besitzen eine längliche Zellform, die auch dann
nicht in die abgerundete Form übergeht, wenn der Zellrasen sehr dicht wird (siehe C 127). D.h.,
die Transformation verursacht einen Verlust der Kontaktinhibition.
Sowohl ID 13 als auch C 127 reagierten nach 1-2 Tagen Behandlungsdauer mit einer
Wachstumshemmung auf die Substanz AG 555, die sich in einer evident verminderten
Zelldichte bemerkbar macht. Den unmittelbaren Kontakt zu den Nachbarzellen konnten auch C
127 jetzt nur durch Ausbildung langer Zellausläufer aufrecht halten (siehe Abb. 3-1, unten
rechts).
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Abb. 3-2:
Quantifikation der Wachstumsinhibition durch Auszählen behandelter Zellen als
3-fach-Bestimmung. Behandlung mit AG 555 und DMSO als Kontrolle für das
Lösungsmittel.
Zur Quantifikation der Wachstumsinhibition wurden Zellen in definierter Zahl (5 x 105 Zellen
pro Kulturschale mit 6 cm Durchmesser) ausgesät und nach einer Behandlungsdauer von 24
bzw. 48 h ausgezählt. Abb. 3-2 zeigt die Auswertung von je 3 unabhängigen Experimenten. Im
Gegensatz zu Dimethylsulfoxid (DMSO), in dem die Substanz AG 555 gelöst wurde, zeigten die
mit dem Tyrphostin behandelten Zellen keine Zunahme der Zellzahl, sondern im Fall von ID 13
nach 48 Stunden sogar eine geringere Dichte als zu Beginn des Versuchs.
Da davon ausgegangen werden konnte, daß mit der Wachstumsinhibition auch ein Einfluß auf
die Virus-Expression ausgeübt wird, wurde eine Untersuchung von Virus-Transkription und -
Translation in den ID 13 Zellen vorgenommen.
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Abb. 3-3:
Nachweis der episomalen BPV-1 DNA nach Extraktion der Gesamt-DNA aus
den Zellen, Auftrennung durch Elektrophorese im Agarosegel (links) und
Hybridisierung mit einer BPV-1 Sonde (rechts).
Die BPV-Episome haben eine Größe von ca. 8kb.
3.2 Auswirkungen von AG 555 auf BPV-1 Transkription und Translation
Zunächst wurde der Nachweis erbracht, daß die BPV-1 DNA in den frühen Passagen der Zellinie
ID 13 tatsächlich episomal vorlag. Nach Extraktion der DNA wurde sie mit
Restriktionsenzymen verdaut (EcoRI, Hind III), die im BPV-Episom 1x schneiden und es
linearisieren. Es folgte die Auftrennung im Agarosegel und die Hybridisierung mit einer BPV-1
Sonde.
In Abbildung 3-3 ist links die restriktionsverdaute ID 13 Gesamt-DNA zu erkennen, die im Gel
eine durchgängige Spur hinterläßt, da sehr viele unterschiedliche Fragmente entstehen. Die
Menge an BPV-DNA ist zu gering, um sie im Gel nachzuweisen. Nach der Hybridisierung (Abb.
3-5, rechts) sind allerdings die verschiedenen Formen der BPV-Episome zu sehen. Im DNA-Gel
läuft die superhelikale Form I schneller als die ringförmige Form II, die durch den Bruch eines
der beiden DNA-Stränge entsteht. Die lineare Form III, die sich nach enzymatischer Restriktion
beider Stränge ausbildet, läuft zwischen Form I und II . In der nativen DNA finden wir Form I
und II, da auch unter normalen Bedingungen Einzelstrangbrüche entstehen, die zu einer
Entspiralisierung führen. Nach der Enzymspaltung ist nur noch Form III detektierbar.
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Northern Blot:
Bestimmung der Halbwertszeit der BPV-1 mRNA durch
Actinomycin D-Behandlung (Endkonz. 5 g/ml). 
Die Halblebensdauer der BPV-RNA wurde ermittelt, indem ID 13 Zellen mit dem
unspezifischen Transkriptionshemmer Actinomycin D behandelt wurden. Diese Substanz
interkaliert in die DNA und verhindert die Neusynthese von RNA, indem sie die
Bindungsequenz der Polymerase blockiert.
Wie aus Abb. 3-4 zu ersehen ist, betrug die Halblebensdauer der BPV-mRNA etwa 1 Stunde.
Sofern die Substanz AG 555 ebenfalls transkriptionshemmend wirkte, könnte man diese
Hemmung also frühestens nach 1 Stunde eindeutig ausmachen. Die mRNA des ubiquitär
vorkommenden Actins besaß eine weitaus längere Halblebensdauer, so daß Actin in diesem
Zeitraum als Referenzgen zum Nachweis gleicher RNA-Mengen eingesetzt werden konnte.
In Abb. 3-5 ist die selektive Transkriptionshemmung von BPV-1 in ID 13 Zellen durch das
Tyrphostin AG 555 aufgeführt. Die Substanz wirkte spezifisch, für das Lösungsmittel DMSO
konnte eine solche Wirkung nicht nachgewiesen werden. Die Hemmung der Transkription
begann bei 4 Stunden Behandlungsdauer und hielt etwa bis zum Zeitwert 16 Stunden an. Danach
konnte eine erneute Transkription von BPV-1 gezeigt werden. 
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Abb. 3-5:
Northern Analyse:
Untersuchung der mRNA aus ID 13 Zellen, die mit AG 555 behandelt wurden. Hybridisierung
mit spezifischen Sonden für BPV-1, fra-1, c-jun und -actin.
Im Gegensatz zur BPV-Repression wirkte das Tyrphostin jedoch auf einige Gene auch
transkriptionsaktivierend. Bei Betrachtung der sogenannten “immediate-early” (Morgan und
Curran, 1995) exprimierten Gene c-jun und fra-1 zeigt sich eine Mengenzunahme ihrer
Transkripte gleichzeitig mit der Abnahme der BPV-RNA. Die Induktion fand im Zeitraum
zwischen 2 und 12 Stunden statt, was möglicherweise auf eine Erhöhung der
Transkriptionsaktivität des Faktors AP-1 durch AG 555 hindeutete. Parallel zur Aufhebung der
BPV-Suppression fand nach einer Behandlungszeit > 12 h ein Rückgang der c-jun und fra-1
Transkripte auf das Ausgangslevel statt, d.h., auch die Aktivierung besaß einen transienten
Verlauf.
Die Spezifität der Wirkung von AG 555 wurde durch Gleichbehandlung derselben Zellinie mit
einem anderen Tyrphostin, AG 1478, das als EGF-Rezeptor-Kinase Inhibitor bekannt ist
untersucht. AG 1478 hatte im Gegensatz zu AG 555 im kurzfristigen Bereich 2 - 8 Stunden
keinen Einfluß auf die BPV-Transkription (Abb. 3-6). Eine Hemmung war erst nach 24 Stunden
sichtbar. Diese Beobachtung läßt den Schluß zu, daß beide Substanzen unterschiedliche
Stoffwechselwege nutzen, um sich letztendlich auf die Transkription von BPV auszuwirken.
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Abb. 3-6:
Northern Analyse:
Einfluß der Behandlung mit dem EGFR-Kinase Inhibitor AG 1478 auf die BPV-1
Transkription.
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Abb. 3-7:
Northern Analyse:
Behandlung von ID 13 mit 2 Konzentrationen verschiedener Tyrphostine für die Versuchszeiten
6 h und 24 h. Auswirkung auf die BPV-1 Transkription. Die Konzentration 50M führt nach
24 h im Fall von AG 1582, 1587 und 1798 zu vermehrtem Zellsterben.
Auch eine Reihe weiterer Substanzen aus der Gruppe der Tyrphostine wurde auf ihr Vermögen,
die BPV-Transkription zu inhibieren getestet (Abb. 3-7). Nach einer Behandlungsdauer von 24
Stunden zeigten alle Substanzen nur in hoher Konzentration (50 M) eine Wirkung auf BPV-1
Transkription in ID 13 Zellen. Es ist allerdings wichtig zu erwähnen, daß die Tyrphostine AG
1582, 1587 und 1798 in dieser Konzentration zum Absterben eines Großteils der Zellen führten.
Im Gegensatz zu AG 555 konnte für keine dieser Substanzen eine reproduzierbare BPV-1
Inhibition  im kurzzeitigen Behandlungsrahmen gezeigt werden. IC50-Werte für die Hemmung
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Abb. 3-8:
Northern Analyse:
Auswirkungen der Behandlung mit dem Translationshemmer Cycloheximid
(Endkonz. 10 g/ml) und Doppelbehandlung mit AG 555 + Cycloheximid auf die
mRNA in ID 13 Zellen.
bestimmter Substrate waren für diese Tyrphostine nicht bekannt (persönliche Mitteilung von A.
Levitzki).
Eine weitere Frage, die in bezug auf die Wirkung von AG 555 beantwortet werden sollte, war
folgende: 
 Ist eine Neusynthese von Proteinen notwendig zur Regulation der Virus-Transkription?
Die Antwort darauf konnte mit einem Versuch gegeben werden, in dem Cycloheximid zur
Hemmung der Proteintranslation eingesetzt wurde. Die Wirkung von Cycloheximid beruht auf
einer Verhinderung der Translokation (des “Weiterwanderns”) der Ribosomen auf dem mRNA-
Strang während der Proteinsynthese (Jimenez, 1988). Dadurch werden die Ribosomen
deaktiviert und die Synthese neuer Proteine kommt zum Stillstand. 
RNA-Synthese und -Degradation beruhen auf der Aktivität kurzlebiger Proteine. In Abb. 3-8 ist
zu erkennen, daß nach der Unterbindung der “de novo” Synthese von Proteinen eine Erhöhung
der Mengen der untersuchten Transkripte zu verzeichnen war. Dieser Effekt beruht zum einen
auf einer tatsächlichen Transkriptionsaktivierung, zum anderen auf der Verlängerung der RNA-
Halblebensdauer, die durch die fehlende Neusynthese kurzlebiger RNA-degradierender Proteine
zustande kommt (Kleiner et al., 1986).
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Abb. 3-9:
Northern Analyse:
Test der Stabilität der Substanz. Behandlung von Zellen mit AG 555
in Medium, das für 24 h konditioniert war. Auswirkung auf die BPV-
1 Transkription.
Der Einsatz von Cycloheximid für 1 - 3 Stunden erfolgte nach Vorbehandlung mit AG 555.
Längere Cycloheximid-Behandlungsdauer bewirkt eine entsprechende Verlängerung der RNA-
Halblebenszeit. Die Wirkung von AG 555 wurde durch Cycloheximid nicht aufgehoben. Es fand
zwar auch hier eine Halbwertszeit-Verlängerung der mRNA statt, jedoch kam es nicht zu einem
veränderten Transkriptionsmuster nach Cycloheximid-Zusatz. 
Die mRNA für BPV-1, fra-1 (Protein der AP-1 Familie) und JE (Maus-Variante des “Monocyte
chemoattractant proteins” MCP-1) wurde untersucht.
Die Kontroll-Zellen und die mit DMSO behandelten Zellen verhielten sich gleich. Bei
Doppelbehandlung mit AG 555 und Cycloheximid ergab sich ein anderes Resultat. AG 555
bewirkte eine Transkriptionshemmung im Fall von BPV-1 und JE, führte jedoch bei fra-1 zu
einer Induktion der Transkription, was den Ergebnissen ohne Behandlung mit Cycloheximid
entsprach. Daraus ist zu schließen, daß AG 555 unabhängig von einer Proteinneusynthese wirkt,
da die Tendenzen der Tyrphostin-Wirkung nach der Translationshemmung gleich bleiben.
Nachdem die spezifischen Eigenschaften von AG 555 gezeigt worden waren und die
Unabhängigkeit von einer “de novo”-Proteinsynthese, stellte sich die Frage, warum die Wirkung
auf die BPV-RNA nicht von Dauer war bei einer langfristigen Behandlung (siehe Abb. 3-5).
Die Möglichkeit der Instabilität der Substanz wurde mit dem folgenden Experiment getestet.
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In Abb. 3-9 ist auf der linken Seite eine RNA-Analyse nach 24 Stunden Behandlung mit AG 555
gezeigt. Nach dieser langfristigen Behandlungsdauer war kein Rückgang der BPV-1
Transkription zu sehen, was den Ergebnissen in Abb. 3-5 entsprach. Nach der 24 stündigen
Behandlung wurde dasselbe Medium für einen kürzeren Zeitraum auf vorher unbehandelte
Zellen gegeben, in denen eine BPV-1 RNA-Repression zu erwarten war (4; 7 h, vgl. Abb. 3-5)
(konditioniertes Medium = im selben Zellsystem vorinkubiertes Medium). 
Das Tyrphostin zeigte auch nach 24 Stunden Konditionierung in den unbehandelten Zellen eine
Wirkung. Allerdings führte es nach 4 h zunächst zu einem Anstieg an BPV-RNA, erst nach 7 h
war eine deutliche Abnahme der BPV-Transkription zu verzeichnen. Neben fra-1 ist das hier
untersuchte c-myc ein weiteres Gen, das - anders als BPV - selektiv durch AG 555 induziert
wird.
Es läßt sich der Schluß ziehen, daß AG 555 entweder nicht oder nur teilweise metabolisiert wird.
Im konditionierten Medium befand sich noch eine ausreichende Menge des Tyrphostins oder
aktiver Metabolite, um weiterhin einen Einfluß auf die Transkription verschiedener Gene
auszuüben.
Das folgende Experiment diente unter anderem dem Nachweis des Tyrphostins in den Zellen.
AG 555 ist ein kleines Molekül mit ausgedehntem delokalisierten Elektronensystem.  Es ist im
gleichen Wellenlängen-Spektrum wie der Farbstoff DAPI anregbar. DAPI dient der Kernfärbung
in Zellen, genauer der DNA-Färbung, indem es sich in AT-reichen Bereichen der kleinen Furche
(“minor groove”) anlagert und interkaliert (Reddy et al., 1999).
Es war möglich, das Tyrphostin in Abb. 3-10 in beiden Zellinien zu detektieren. Die
Blaufärbung der Zellkerne wurde durch DAPI hervorgerufen, AG 555 zeigte eine gelbe
Fluoreszenz im Cytoplasma der Zellen. Ob es auch in den Kern diffundierte, war nicht
auszumachen, da es dort durch DAPI überlagert wurde. Nach 48 Stunden nahm die Intensität der
AG 555-Emission ab, was auf eine Verstoffwechselung oder einen Transport der Substanz aus
der Zelle hinaus schließen ließ.
Zellkern-Veränderungen in den Zellen ließen sich nach AG 555-Behandlung nur begrenzt
feststellen. 
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Abb. 3-10:
DAPI-Färbung von ID 13 (Fig. 1 - 4) und C 127 (Fig. 5 - 8) nach Behandlung mit 
AG 555. Vergrößerung 400fach. 
In den behandelten Zellen wird auch die Substanz AG 555 durch UV-Licht angeregt. 
Man erkennt die Lokalisation im Cytoplasma nach 24 h  (gelbe Fluoreszenz).
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Abb. 3-11:
Western-Analyse:
Untersuchung der Proteine aus ID 13 im Gesamtextrakt durch
Gelauftrennung und Antikörper-Inkubation. Rückgang der
Expression des transformierenden Virusproteins E5 nach AG 555
Behandlung.
Nach der Demonstration einer selektiven Transkriptionshemmung durch die Substanz AG 555
sollte untersucht werden, ob dies auch mit einer Reduktion der transformierenden Proteine
einherging. Das im Zusammenhang mit Tumorigenität wichtigste Protein des Bovinen
Papillomvirus ist das E5 Onkoprotein, das für die Transformation der Maus-Fibroblasten-
Zellinie verantwortlich ist (Klein et al., 1999). 
In der Western Analyse (Abb. 3-11) war ein Rückgang der E5 Expression nach 4 - 6 Stunden
ersichtlich, der zum gleichen Zeitpunkt stattfand wie die Transkriptionssuppression. Die Mengen
anderer Proteine im Gesamtextrakt blieben unverändert wie z.B. Cdk2, das für den G1/S
Übergang im Zellzyklus eine wichtige Rolle spielt (Jansen-Dürr, 1996; siehe auch Abb. 1-2)
oder Ras, welches eines der Rezeptor-abhängigen GTP-Proteine ist, dessen Regulation in
Krebszellinien oft gestört ist (Lee et al., 1999).
3.3 Gründe für die Wachstumsinhibition und die negative BPV-1
Regulation
Aus der Literatur war bekannt, daß AG 555 in humanen Keratinozyten eine Cdk2-Inhibition
bewirken konnte (Kleinberger-Doron et al, 1998). Diese Inhibition führte zu einer G1 / S-
Arretierung und damit zur Wachstumsinhibition. Ob diese Resultate ebenfalls für die
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Abb. 3-12:
A -  Cdk2-Aktivitätsassay, Detektion des phosphorylierten Substrats
      (Histon H1), welches durch aktiviertes cdk2 umgesetzt wird,
B -  Nachweis gleicher Mengen cdk2 im Triton X Extrakt, Western-
      Analyse.
untersuchte Maus-Fibroblasten-Linie ID 13 relevant waren, sollte mit dem folgenden
Experiment analysiert werden. 
Das Cdk2-Protein wurde mit Hilfe von Antikörpern aus dem Gesamtextrakt immunpräzipitiert
und anschließend ein Aktivitätsassay mit dem Histon H1 als Substrat durchgeführt, das nur von
aktivem Cdk2 phosphoryliert wird (Brown et al., 1999). Obwohl die Mengen an Cdk2 sich nach
AG 555 Einwirkung nicht änderten (Abb. 3-11 und 3-12, B), nahm die Aktivität des Proteins mit
Dauer der Behandlung ab und war nach 8 h kaum noch detektierbar im Vergleich zur parallel
behandelten DMSO-Kontrolle (Abb. 3-12, A). Dieser Effekt war in der Zellinie ID 13 noch
deutlicher als in den nicht-transformierten C 127. Daraus ist zu schließen, daß Cdk2-Inhibition
in der Zellinie ID 13 einer der molekularen Mechanismen war, die zum beobachteten Rückgang
des Zellwachstums führten.
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Abb. 3-13:
FACS-Analyse von ID 13 und C 127 Zellen. Apoptotische Zellen sind vermehrt in ID 13 nach längerer
Behandlungsdauer erkennbar. S-Phasen-Arretierung ist in beiden Zellinien zu detektieren.
Ob die Cdk2-Inhibition aber auch in diesem Fall eine G1 / S- Arretierung auslöste, ließ sich nach
der AG 555-Behandlung mit einer Durchflußzytometrie-Messung überprüfen.
Mit Hilfe der Durchflußzytometrie-Untersuchung ist es möglich, die Zellen in ihren Zellzyklus-
Phasen als Profil darzustellen und zu quantifizieren. Dazu werden die Zellen vor der Messung
mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Propidiumiodid gefärbt. Dieser interkaliert ebenso wie
Ethidiumbromid in die DNA. Je nach Zellzyklus-Phase ist der zelluläre DNA-Gehalt
unterschiedlich (G1 - 2n / G2 - 4n), so daß sich nach Fluoreszenz-Detektion charakteristische
“Peaks” ergeben.
In Abb. 3-13 sind die Ergebnisse dieser FACS-Analyse zu sehen (FACS = “fluorescence
activated cell sorter”). Die DMSO-Kontrollen zeigten typische Verteilungsmuster der Zellen auf
die Zellzyklus-Phasen mit einem ausgeprägten G1-Peak und einem schwächeren G2-M-Peak.
Nach 8 h Behandlung mit AG 555 findet in beiden Zellinien eine Akkumulation von Zellen in
der Synthese-Phase (S-Phase) statt, also eine Arretierung von Zellen in der späten G1 / S-Phase.
Der Übergang zur G2-Phase, der Phase, in der zelleigene Mechanismen die Vollständigkeit der
Replikation prüfen und gegebenenfalls eine Reparatur einleiten vor der mitotischen Teilung der
Zellen (Murray und Kirschner, 1991), war nach Zugabe von AG 555 blockiert. Demnach
konnten die Zellen keine Zellteilung durchführen und die Wirksamkeit des Tyrphostins als
Zellzyklus-Inhibitor wurde bestätigt. 
Längere Behandlungzeiten führten vor allem in ID 13 Zellen zu einem Anstieg des Apoptose-
Peaks, der links neben dem G1-Peak erscheint, wenn DNA-Fragmente entstehen. Als Auslöser
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Abb. 3-14:
Auswertung des ELISA-Apoptose-Assays. Deutlicher Anstieg apoptotischer Zellen nach
18-28 Stunden Behandlungsdauer ist nur in der Zellinie ID 13 erkennbar.
für den Wachstumsstop kommt somit neben der cdk2-Inhibition eine Einleitung von Apoptose-
Prozessen in Frage.
Durchflußzytometrie-Messungen geben nur ein ungenaues Bild der apoptotischen Zellen wieder,
da in diesen Zellen die DNA fragmentiert wird. Sie sind zum Teil schwer von ebenfalls
auftretenden Zelltrümmern zu unterscheiden. Außerdem kann ein Peak nur bei vielen sich
gleichzeitig in der Apoptose befindenden Zellen aufgezeichnet werden. 
Eine weitaus sensitivere Methode, die apoptotischen Zellen quantitativ und zu einem
frühen Zeitpunkt zu erfassen, bietet ein ELISA-Assay (Abb. 3-14). Dieser nutzt einen Farbstoff,
der an freigesetzte Histone bindet, wenn die Nukleosome im Apoptoseprozeß in Fragmente
zerlegt werden. Auch frühe Apoptose-Stadien, die weder unter dem Mikroskop noch mit der
Durchflußzytometrie sichtbar werden, können auf diese Weise untersucht werden. 
Die Auswertung der ELISA-Daten wurde mit dem Programm Excel vorgenommen und die Werte
der Kontrollen = 1 gesetzt, so daß sich für die Behandlungen eine Apoptose-Verstärkung ablesen
ließ. Die Kontrollen wurden für die 24 h- Werte gleichbehandelt. Die höhere Zelldichte bewirkte
ein geringfügig höheres Grundlevel an apoptotischen Zellen als nach 2 h.
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Das Ergebnis des Assays entsprach der FACS-Analyse. Auch hier reagierten die ID 13 Zellen
verglichen mit C 127 mit eindeutiger Apoptose, die bereits nach 18 - 28 Stunden
Behandlungsdauer erfaßt wurde im Kontrast zur 60 h-Behandlung für das FACS. Dies läßt die
Folgerung zu, daß ID 13 sensitiver reagierten auf AG 555 Zugabe als C 127 Maus-Fibroblasten.
Auf der Suche nach einer Gemeinsamkeit oder nach einem Stoffwechselweg in den Zellen, der
sowohl die Transkriptionsaktivierung der frühen Gene c-jun und fra-1 als auch Zellzyklus-
Arretierung und Apoptose erklären konnte, ergab sich die Verbindung zu den Mitogen-
aktivierten Proteinkinasen. 
MAPKinasen sind sowohl als jun/fos-aktivierende Enzyme beschrieben worden (Cook et al.,
1999) als auch im Zusammenhang mit Apoptose (Lassignal et al., 1996) und Stimulierung von
Zellen über Wachstumsfaktor-abhängige Rezeptorkinasen (Walker et al, 1998) zitiert worden.
Die Untersuchung der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen wird im folgenden Kapitel
beschrieben.
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Abb. 3-15:
Es gibt 3 Gruppen von Mitogen aktivierten Proteinkinasen, die durch extrazelluläre
Signale regulierten Kinasen, die N-terminale Jun-Kinase und die p38 Proteinkinase.
Schematisch dargestellt sind hier die Wege, die zu einer Aktivierung der MAPKinasen
führen. Die MAPKinasen ihrerseits bewirken eine Mobilisierung verschiedener
Transkriptionsfaktoren, hier sind AP-1, die ATF-Proteinfamilie und Elk-1 beispielhaft
gezeigt.
3.4 Phosphorylierungssignale und ihre Veränderungen durch AG 555
Signale, die auf eine Zelle einwirken, können entweder Rezeptor-vermittelt oder direkt durch
aktive oder passive Aufnahme von Molekülen in die Zelle und Aktivierung von Signalkaskaden
weitergegeben werden. Eine gut untersuchte Signalkette ist die der Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK), wobei diese nicht unbedingt durch Mitogene aktiviert werden. Die
Gruppe der MAPKinasen besteht aus 3 Familien, den ERK (“extracellular signal regulated
kinases”), den JNK (“c-Jun N-terminal kinases”) und den p38 MAPKinasen (Abb. 3-15). 
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Die ERK-Familie wird hauptsächlich durch Wachstumsfaktoren und damit Rezeptor-vermittelt
aktiviert, während die anderen Familien durch eine große Anzahl Stimuli aktiviert werden, unter
anderem auch durch Streßsignale wie Nährstoffmangel, oxidativen Streß, Cytokine und
mutagene Substanzen bzw. UV-Licht (Ichijo, 1999). Die Signalketten der 3 Kinase-Familien
sind auch untereinander vernetzt, so daß eine Zelle je nach Reiz eine große Variabilität in der
Reaktion zeigen kann. 
 Wo ist aber der Zusammenhang zwischen Papillomviren und MAPKinasen?
Im Fall der Krebsentstehung, die auf Papillomviren zurückgeht, sind die viralen Onkogene,
speziell E5 aktiv an einer Überexpression verschiedener Rezeptoren beteiligt. Somit ist ein
früher Eingriff in die Signalkaskade gegeben, der zu einer dauerhaften Aktivierung auch der
Folgeproteine führt (Martin et al., 1989). Wachstumsfaktor-abhängig sind die ERK-
MAPKinasen. Am Beispiel des EGF-Rezeptors konnte zusätzlich auch eine ERK- Stimulierung
gezeigt werden, die den Wachstumsfaktor nicht benötigte, sondern allein auf das E5 Protein von
HPV 16 zurückzuführen war (Gu und Matlashewski, 1995; Crusius et al., 1997).
 Und welchen Zusammenhang gibt es zwischen Tyrphostinen und MAPKinasen?
Mitogen aktivierte Proteinkinasen müssen zur vollständigen Aktivierung 2 Phosphorylierungen
des Motivs Threonin-X-Tyrosin aufweisen in einer ihrer Subdomänen. Die Aminosäure “X” ist
je nach MAPKinase-Gruppe unterschiedlich und spezifisch (p38 - X=Gly, JNK - X=Pro, ERK -
X=Glu). Jede der 3 Familien besitzt eine distinkte Substratspezifität und wird durch separate
Signalwege reguliert (Raingeaud et al., 1996). Da die Tyrosin-Phosphorylierung für die volle
Aktivität der MAPKinasen unabdingbar ist, ist anzunehmen, daß Tyrosin-Kinase-Inhibitoren
entweder diese Moleküle selbst oder andere aus derselben Kaskade hemmen und so zu einer
Inaktivierung der Enzyme führen. Diese Eigenschaft ist für verschiedene Tyrphostine bereits in
der EGFR- und PDGFR- überexprimierenden Zellinie NIH 3T3 gezeigt worden (Lipson et al.,
1998). 
Ob die Papillomvirus-transformierten Zellen in ähnlicher Weise reagieren, wurde mit dem
folgenden Versuch analysiert (Abb. 3-16). Nach 2 - 6 Stunden Behandlung mit AG 555 wurde
eine Gesamtextraktion der Zellproteine vorgenommen und mit Phosphorylierungs-spezifischen
Antikörpern für die 3 Gruppen der MAPKinasen eine Veränderung des Phosphorylierungsstatus
ermittelt.
Hierbei ergab sich folgender interessante Befund: Ganz im Gegensatz zu der oben genannten
Annahme fand keine Inhibition der ERK-Kinasen statt. Andererseits war eine erhöhte
Phosphorylierung der Streß-aktivierten Kinasen JNK und p38 zu verzeichnen, die in den
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Abb. 3-16:
Für die Fibroblasten-Zellinien ID 13 und C 127 wird hier eine Western-Analyse
der Proteingesamtextrakte mit Phosphorylierungs-spezifischen Antikörpern
gezeigt. 
Die selektive Phosphorylierung der p38-MAPKinase und der N-terminalen Jun-
Kinase nach AG 555-Behandlung ist durch Pfeile gekennzeichnet. Keine
Veränderung der Phosphorylierung von Erk 1/2.
Kontrollen nicht auftrat. Nach 2 Stunden war das Phosphorylierungs-Maximum noch nicht
erreicht, was als Besonderheit anzusehen ist, da es sich normalerweise bei der Aktivierung der
MAPKinasen um einen sehr schnellen Prozeß mit einem Maximum im Minuten-Bereich handelt
(Nishida und Gotoh, 1993).
Die Phosphorylierung der durch Streß aktivierbaren Vertreter der MAPKinasen spricht für eine
Aktivierung, die aber dennoch auf ihre Funktionalität getestet werden mußte. Daher wurden
einerseits die durch diese Enzyme umgesetzten Proteine im Western-Assay untersucht (in beiden
Fibroblasten-Zellinien), andererseits ein Aktivitätsassay für p38 durchgeführt (ID 13). 
Abb. 3-17 zeigt die Ergebnisse für c-Jun und ATF-2 in bezug auf ihren Phosphorylierungsstatus.
C-Jun wird durch die N-terminale Jun-Kinase (JNK) aktiviert und dimerisiert daraufhin mit
anderen Jun-Molekülen oder Proteinen aus der Fos/Fra-Familie zum Aktivator Protein 1. ATF-2
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Abb. 3-17:
Substrate für die p38-MAPKinase und die N-terminale Jun-Kinase sind
ATF 2 und c-Jun. Hier wird durch Western-Analyse mit
Gesamtextrakten gezeigt, daß auch diese Proteine nach AG 555-
Behandlung eine stärkere Phosphorylierung zeigen, was eine Aktivität
der  MAPKinasen voraussetzt.  Die Pfeile markieren die
phosphorylierungs-spezifischen Banden.
gehört ebenfalls zu den AP-1 verwandten Transkriptionsfaktoren. Seine Bindesequenzen in den
Promotoren von Genen variiert um ein Nukleotid von der AP-1 consensus Sequenz (Gonzalez
et al., 1989). Auch ATF-2 bildet Dimere zur DNA-Bindung, unter anderem mit c-Jun oder mit
dem “cAMP-response element binding protein” CREB. ATF-2 kann sowohl durch JNK als auch
durch p38 aktiviert werden, so daß in der Western-Analyse eine Phosphorylierung detektiert
werden kann, aber ein Rückschluß auf den Auslöser (JNK / p38) nicht möglich ist. Daher wurde
zusätzlich die Aktivität der p38 MAPKinase nach Immunpräzipitation getestet. Im Assay dient
aufgereinigtes ATF-2 als Substrat (Abb. 3-18).
Die Phosphorylierung, die die beiden Zielproteine in Abb. 3-17 zeigten, entsprach dem
Zeitverlauf der MAPKinase-Aktivierung. Auch hier war nach 2 Stunden die maximale
Phosphorylierungsrate noch nicht erreicht. Damit ist der Rückschluß auf die Aktivität der JNK
gegeben, da c-Jun ausschließlich durch seine Kinase phosphoryliert wird. 
Der p38-Aktivitäts-Assay (Abb. 3-18) erfüllte ebenfalls die Korrelation der Phosphorylierung
mit der p38-Aktivität. Das Substrat wurde entsprechend der ansteigenden Phosphorylierung von
p38 umgesetzt. Ein Maximum war wiederum bei 4 Stunden Behandlungsdauer mit AG 555
auszumachen.
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Abb. 3-18:
Phosphorylierung der p38-MAPKinase in der Zellinie ID 13
bedeutet auch Aktivierung. 
Mit Hilfe einer Immunpräzipitation und einer Substratumsetzung
von ATF-2 kann hier die Phosphorylierung in der Western-Analyse
(A) der Substratphosphorylierung im Kinase-Assay (B) zugeordnet
werden. Der Pfeil bezeichnet das phosphorylierte ATF-2 Protein.
Die Folgerung aus diesen Ergebnissen ist, daß AG 555 die Streß aktivierten Kinasen p38 und
JNK aktiviert, somit eine bisher unbekannte Form von Streß auf die Zellen ausübt. Diese
Wirkung ist unabhängig von der BPV-1 Transformation, da sie in der Kontrollzellinie C 127
ebenfalls gefunden wurde.
Durch die nicht voraussehbare Reaktion des Tyrphostins in den Mausfibroblasten wird folgende
Frage aufgeworfen: 
 Ist die Wirkung  auf die MAPKinasen p38 und JNK AG 555-spezifisch oder verhalten
sich andere Tyrphostine in diesem Zellsystem ähnlich? 
Um diesen Aspekt experimentell aufzugreifen, wurde erneut der EGFR-Kinase Inhibitor AG
1478 hinzugezogen. Abb. 3-19 beantwortet die Frage: AG 1478 - Behandlung führte keineswegs
zur Aktivierung der Streß aktivierten MAPKinasen. 
Auf der anderen Seite konnte auch eine ERK-Inhibition nicht nachgewiesen werden, die für die
Zellinie NIH 3T3 von Lipson et al. veröffentlicht worden ist. Die Tyrphostin-Konzentration von
AG 1478 lag mit 5 M im Bereich, in dem der EGF-Rezeptor laut Literaturangabe (Lipson et
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Abb. 3-19:
Western-Analyse:
Die Behandlung mit dem Tyrphostin AG 1478 bewirkt im
G e g e n s a t z  z u  A G  5 5 5  k e i n e n  v e r ä n d e r t e n
Phosphorylierungsstatus der p38- und JNK-MAPKinasen.
al., 1998) eine Hemmung erfahren sollte. Somit muß die konstante Aktivierung der ERK-
MAPKinasen auf einen anderen Zellrezeptor zurückzuführen sein.
Es läßt sich der Schluß ziehen, daß die AG 555 - Wirkung auf einer Substanzspezifität beruhte,
die durch andere Inhibitoren nicht hervorgerufen werden konnte.
Konsequenterweise stellte sich jetzt die Frage, ob es einen Zusammenhang gab zwischen der
BPV-1 Suppression und der MAPKinase-Aktivierung durch AG 555.
Eine selektive Hemmung der Aktivität der p38-MAPKinase ohne Beeinträchtigung der anderen
MAPKinasen kann durch ein Pyridinyl-Imidazol-Derivat (SB 203580; siehe Enslen et al., 1998)
bewirkt werden. Eine Doppelbehandlung AG 555 / SB 203580 sollte zeigen, ob p38 einen
Einfluß hatte auf die BPV-1 Transkriptions-Inhibition. Das Ausschalten der p38-Aktivität müßte
in diesem Fall wieder zu einem Anstieg der BPV-Transkription führen.
SB 203580 wurde entweder gleichzeitig mit AG 555 für 7 Stunden zu den Zellen
gegeben oder es wurde 1 Stunde mit dieser Substanz vorbehandelt, bevor das Tyrphostin
zugefügt wurde. Zudem wurde für die Vorbehandlung variiert zwischen einem Waschen der
Zellen mit PBS, um SB 203580 zu entfernen und einem Zusatz von AG 555 zusätzlich zum
bereits vorbehandelten Ansatz.
Die mRNA-Untersuchung ergab, daß SB 203580 allein in der Konzentration 10 M keine
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Northern Analyse:
Gleichzeitige Behandlung von ID 13 Zellen mit AG 555
und dem Inhibitor der p38-MAPKinase (Endkonz. 10
M) bewirkt eine teilweise Aufhebung der BPV-1
Repression.
sichtbaren Auswirkungen auf die Zellen hatte (Abb. 3-20). Die Doppelbehandlung jedoch zeigte,
daß bei einer gleichzeitigen Gabe beider Inhibitoren die BPV-1 Supprimierung teilweise wieder
aufgehoben werden konnte. 
Eine weitere Wirkung, die SB 203580 auslöste, war eine Hemmung der Transkriptions-
Induktion von c-jun, auch hier nicht vollständig. Die erhöhte Transkription von fra-1 blieb
unbeinflußt.
Diese Beobachtung spricht dafür, daß die p38-Aktivierung mitverantwortlich ist für die BPV-1
Transkriptions-Inhibition und auch für die c-jun Transkriptions-Aktivierung, jedoch keine Rolle
spielt im Signalweg, der zur fra-1 Transkription führt.
MAPKinasen phosphorylieren direkt oder indirekt bestimmte Proteine, die sich zu dimeren
Transkriptionsfaktoren zusammenlagern. Beispielsweise aktivieren die Erk-Kinasen c-Myc, die
Jun-Kinase aktiviert c-Jun und p38 aktiviert ATF-2 und Max. Die Proteine Myc/Max bilden
einen Transkriptionsfaktor sowie Jun/ATF-2 eine AP-1 Variante darstellt (Whitmarsh und
Davis, 1996). Die Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFkB sollen im folgenden Abschnitt
genauer untersucht werden.
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3.5 Einfluß von AG 555 auf Transkriptionsfaktoren
Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFkB waren von
besonderem Interesse, weil sich ihre Aktivierung auf die MAPKinasen zurückführen läßt und
ihre Wirkungen die Ergebnisse auf Transkriptions- und Translationsebene erklärbar machen.
Die Transkriptionsfunktionalität bedingt sowohl für AP-1 als auch für NFkB eine Dimerisierung.
Untereinheiten des Aktivator-Proteins 1 sind folgende (Rajaram und Kerppola et al., 1997):
Jun-Proteine: c-Jun, JunB, JunD.
Fos/Fra-Proteine: c-Fos, FosB, Fra-1, Fra-2.
ATF-Proteine: ATF-2, ATFa.
Der Nukleare Faktor kappa B kann sich aus den Proteinen p50, p65 (RelA), c-Rel und RelB
zusammensetzen (Chen et al., 1999).
Beide Transkriptionsfaktoren können durch Mitogen-aktivierte Proteinkinasen induziert werden.
 Für AP-1 handelt es sich um einen direkten Prozeß:  p38 und JNK bewirken eine
Phosphorylierung der Untereinheiten ATF-2 bzw. c-Jun, die zu einer Verbindung der
Untereinheiten zu Dimeren und einem aktiven Transkriptionsfaktor führen kann (Sailaja
et al., 1999).
 NFkB wird indirekt aktiviert:  Die MAPKinasen JNK und Erk 1/2 phosphorylieren IkB-
Kinasen, die dann zur Ablösung des Repressors IkB vom NFkB-Dimer beitragen, so daß
der Faktor eine nukleare Translokation und damit Aktivierung erfährt (DiDonato et al.,
1997).
Bei der Nukleotid-Sequenz, die durch AP-1 gebunden wird, handelt es sich um das TPA-
responsible Element (TRE) mit der Nukleotid-Folge 5-TGA(G/C)TCA- 3(Angel und Karin,
1991).
TRE-Elemente findet man auch in den Promotoren von Virus-Onkogenen. Während für HPV
solche Sequenzen publiziert waren (Thierry et al., 1992; Rösl et al., 1997), bestand keine
Kenntnis über AP-1 Affinitäten zum BPV-1 Genom. Daher wurde ein computergestützter
Abgleich der consensus-Sequenz aus dem humanen Collagenase-Gen gegen die gesamte BPV-1
Sequenz vorgenommen mit dem Programm “Homologie” unter HUSAR (“Heidelberg UNIX
Sequence Analysis Resources”). Dieser erbrachte 2 mögliche AP-1 Homologien, von denen nach
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Kompetitionstests gegen AP-1 die BAP-2 -Sequenz als positiver Kandidat weiter untersucht
wurde (BAP-2, “bovine papillomavirus AP-1 sequence”, Oligonukleotid Nr.2).
3.5.1 BAP-2 ist eine AP-1 Sequenz im Bovinen Papillomvirus Typ I
Elektromobilitäts- oder Bandshifts beruhen auf der Zugabe von doppelsträngigen, 32P-markierten
Oligonukleotiden einer Länge von ca. 20 bp zu Kernextrakten aus behandelten Zellen. Eine
Bindung von Proteinen oder Proteinkomplexen führt zu einer Retardierung des Oligonukleotids
während der Elektrophorese. Dieser Vorgang wird als “Shift” bezeichnet. Für “Supershifts”
werden zusätzlich spezifische Antikörper hinzugefügt, die eines der Komplexproteine erkennen
und eine weitere Retardierung bewirken.
Zunächst  sollte gezeigt werden, ob die BAP-2 Sequenz sich tatsächlich wie eine AP-1 Sequenz
verhält, bevor weitere Untersuchungen mit Tyrphostin-behandelten Extrakten stattfanden. Daher
wurden 2 Ansätze zur Verifizierung der Funktionalität verfolgt. Zum einen wurden Bandshift-
Kompetitionen mit  TRE-  und AP-1 Konsensus  Oligonukleotiden durchgeführt (die Konsensus
Bindesequenz variiert nur in einem Nukleotid, die Basen der Flanken sind jedoch
unterschiedlich). Zum anderen wurde die Reaktion auf die Substanz PDTC getestet, die
nachweislich eine Erhöhung der AP-1 Oligonukleotid-Bindung verursacht (Meyer et al., 1993).
PDTC ist ein Antioxidans, für das eine Virus-hemmende Wirkung publiziert worden ist (Rösl et
al., 1997). Effekte auf AP-1, BAP-2 und SP1 wurden durch Elektromobilitäts-Shifts ermittelt.
Ob eine Supprimierung von BPV-1 stattfand, konnte durch Northern Analyse bestimmt werden.
Die Bezeichnung “kalte Kompetition” wird verwendet, wenn im Elektromobilitäts-Shift zum
Ansatz Kernproteine + markiertes Oligonukleotid ein 100facher Überschuß einer nicht
markierten “kalten” Sequenz zugefügt wird. Werden beide Nukleotid-Sequenzen in derselben
Weise gebunden, so verschwindet das Signal der markierten Sequenz, das durch
Autoradiographie sichtbar gemacht wird. Besteht keine Kompetition, bleibt auch das Signal
erhalten, da die radioaktive Sequenz weiterhin retardiert wird.
Die Ergebnisse der kalten Kompetitionen ergeben folgendes Bild (Abb. 3-21, Fig. 4): 
Die BAP-2 Sequenz läßt sich sowohl durch AP-1 (preferentiell von jun/fos gebunden) als auch
durch TRE (vor allem durch jun/ATF-2 Dimere besetzt) kompetitieren, jedoch nicht durch SP-1,
dessen Sequenz sehr von den anderen differiert. Das AP-1 Oligonukleotid ist sowohl kalt als
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Abb. 3-21:
Untersuchung der BAP-2 Sequenz. (Fig. 1-3:  PDTC-Behandlung ; Fig. 4:  Kompetitionen):
1 - Elektromobilitätsshifts PDTC-behandelter Kernextrakte mit den Oligonukleotiden SP1, AP-1 und BAP-2.
2 - Excel- Auswertung der Phosphoimager-Intensitätsdaten der AP-1 und BAP-2 Elektromobilitätsshifts. BAP-2
     verhält sich wie AP-1.
3 - Northern Analyse der PDTC-behandelten ID 13 Extrakte. Es findet eine Suppression der BPV-1 mRNA statt
     durch PDTC.
4 - Kompetition der AP-1 verwandten Oligonukleotidsequenzen gegeneinander. BAP-2 kompetitiert AP-1      
     consensus und TRE.
auch durch BAP-2 kompetitierbar. Und auch für die TRE-Sequenz wurde eine Kompetition
durch BAP-2 nachgewiesen. Daraus läßt sich schließen, daß Proteine, die an die verwandten AP-
1 Promotorsequenzen binden, auch in der aus dem BPV-1 Genom stammenden BAP-2 Region
eine Bindungsstelle besitzen, die bisher nicht bekannt war.
Die Elektromobilitäts-Shifts nach Behandlung mit Pyrrolidiniumdithiocarbamat (PDTC, Abb. 3-
21, Fig. 1) zeigten sowohl für die AP-1 Sequenz als auch für die BAP-2 Sequenz eine stetige
Zunahme der Proteinaffinität während der Behandlungsdauer 30 Min - 6 h, während PDTC auf
die SP1 Bindung keine Auswirkung hatte. Eine Auswertung der Strahlungsintensitäten pro
Fläche, die mit dem Phosphoimager aufgenommen wurden, vermittelte ebenfalls ein identisches
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Profil der Intensitätszunahme für beide Sequenzen (Computerprogramm Excel, Abb. 3-21, Fig.
2 ; Kontrollen = 1 gesetzt). Die Affinität der Kernextrakt-Faktoren zur BAP-2 Sequenz lag
geringfügig unter der von AP-1 Konsensus.
Die BPV-Transkription konnte durch PDTC gehemmt werden (Abb. 3-21, Fig. 3). Nach 6 h
Behandlungsdauer wurde die mRNA-Expression beinahe vollständig eliminiert, während das
Referenzgen  -actin unbeeinflußt blieb.
Zusammenfassend läßt sich feststellen, daß die kalte Kompetition wie auch PDTC-Behandlung
zum selben Resultat führten. Die BAP-2 Sequenz ist eine funktionelle AP-1 Sequenz im BPV-1
Genom. Ob sie in einem noch unbekannten Promotorbereich liegt oder eine Enhancersequenz
eines Promotors darstellt, muß noch gezeigt werden.
3.5.2 Untersuchung der AP-1- und NFkB - Oligonukleotidbindung nach AG 555-
Behandlung
Veränderung von Affinitäten zu Nukleotidsequenzen werden bestimmt durch die
Zusammensetzung oder Phosphorylierung der Kernproteine. Ob das Tyrphostin AG 555 die
Bindung der Konsensus Sequenzen der Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFkB bzw. der AP-1
Sequenz aus dem BPV-Genom beeinflußte, wurde durch Elektromobilitäts-Shifts und
Supershifts analysiert (Abb. 3-22, Abb. 3-23 ). 
Nach der erhöhten Transkription der c-jun- und fra-1- mRNA  (Abb. 3-5) und der
Phosphorylierung des c-Jun-Proteins in der Western-Analyse (Abb. 3-17) war die Frage von
Interesse, ob man nach der Behandlung mit AG 555 eine stärkere Bindung an die AP-1 Sequenz
detektieren könnte. Diese Vermutung ließ sich durch die Elektromobilitäts-Shift-
Untersuchungen (Abb. 3-22, linke Seite) nicht bestätigen. Ein Vergleich der Kontrollproben mit
den AG 555-behandelten Proben zeigte keine Auswirkungen der Substanz auf die Quantität der
bindenden Kernproteine. Das Tyrphostin bewirkte keine erhöhte AP-1 Bindung, jedoch eine
Veränderung der Zusammensetzung des Transkriptionsfaktors. 
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Abb. 3-22:
Elektromobilitäts-Shift-Untersuchungen und “Super-Shifts” mit Kernextrakten aus ID13
Zellen. Bei BAP-2 handelt es sich um eine AP-1 Sequenz aus dem BPV-1 Genom, die sich
ähnlich der Konsensus Sequenz verhält. AG 555 bewirkt keine Veränderungen in der
Bindung der Kernproteine an die Oligonukleotidsequenzen, die “Super-Shifts”
(gekennzeichnet durch Pfeile) zeigen nur im Fall von ATF-2 einen Einfluß der Substanz.
Die Supershifts zeigen Varianten der Proteindimere, vergleicht man die  Oligonukleotide (AP-1
Konsensus und BAP-2) miteinander. Die Konsensus Sequenz weist Supershifts der Proteine c-
Jun, Fra-1 und einen geringen Shift von c-Fos auf. Die Virus-Sequenz andererseits wurde
hauptsächlich durch c-Jun und zu einem geringeren Anteil durch Fra-1 retardiert. Die
Zusammensetzung des Transkriptionsfaktors besteht also aus c-Jun/Fra-1-Heterodimeren und
auch auf c-Jun-Homodimere kann geschlossen werden. ATF-2 bildete unter den durch
Supershift nachgewiesenen Proteinen die einzige Ausnahme, da das Supershift-Verhalten durch
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AG 555-Behandlung verändert wurde. Demnach kann der Transkriptionsfaktor nach Tyrphostin-
Behandlung auch aus c-Jun/ATF-2-Dimeren bestehen, die an die Virus-eigene BAP-2 Sequenz
binden. ATF-2 besitzt neben der Transkriptionsfaktor-Aktivität auch eine Histon-Acetyl-
Transferase-Funktion (Kawasaki et al., 2000). Dementsprechend bestehen durch die Aktivierung
von ATF-2 die Möglichkeiten, daß entweder durch Bindung der BAP-2 Sequenz oder durch
Veränderungen der Chromatin-Struktur eine Repression der Virus-Expression bewerkstelligt
wird.
Da nach AG 555-Behandlung keine erhöhte Bindung von nukleären Proteinen an die AP-1
Sequenz stattfand, wurde der Transkriptionsfaktor NFkB hinzugezogen, der für seine
Involvierung in Streß- und Entzündungsreaktionen bekannt war.
Aktiviert wird NFkB z.B. durch die Cytokine TNF  und IL-1 und durch pro-apoptotische
Stimuli wie freie Sauerstoffradikale und UV-Licht (Fontaine et al., 2000). Die am häufigsten
vorkommende Form des Faktors ist das Dimer p50/p65.
 In welchem Zusammenhang steht NFkB mit der Regulierung von Papillomviren?
Der Humane Papillomvirus 16 besitzt eine Bindestelle für NFkB in seiner Gen-Kontroll-Region,
bei der es sich um eine Repressor-Sequenz handelt (Fontaine et al., 2000). Im bovinen
Papillomvirus ist bisher noch keine NFkB-Sequenz bekannt, auch per Computer-Vergleich
konnte keine funktionelle Sequenz ermittelt werden, die durch das Konsensus Oligonukleotid
kompetitierbar war.
Um die Bedeutung des Tyrphostins AG 555 für die Bindung  zellulärer NFkB-Promotorbereiche
zu analysieren, wurden Elektromobilitäts-Shifts mit Kernextrakten behandelter ID 13 Zellen
durchgeführt, in denen die NFkB-consensus Sequenz als zu bindendes Oligonukleotid eingesetzt
wurde. Zusätzlich wurden Doppelbehandlungen mit AG 555 und dem Cytokin TNF 
vorgenommen zur Untersuchung des Einflusses von AG 555 auf die TNF-induzierte NFkB-
Aktivierung (Abb. 3-23).
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Abb. 3-23:
Links: Elektromobilitäts-Shift mit der consensus Sequenz für NFkB. Veränderte Bindung nach AG
555-Behandlung.
Rechts: Gleichzeitige Behandlung von ID 13 mit AG 555 und 10 ng/ml (1000 U/ml)
Tumornekrosefaktor . Der Elektromobilitäts-Shift mit der NFkB consensus Sequenz zeigt einen
Einfluß von AG 555 auf die TNF-induzierte Oligonukleotid-Bindung bei gleichzeitiger Gabe beider
Substanzen. Die NFkB-spezifischen Banden sind durch Pfeile gekennzeichnet.
Neben der spezifischen p50/p65-Bande (markiert durch Pfeile) sieht man in Abb. 3-23 auch
mehrere unspezifische Banden. Die AG 555-induzierte Bindung an das Oligonukleotid war
deutlich schwächer als die TNF -induzierte, die TNF-Behandlung der Zellinie 444 diente daher
als Vergleichsprobe in beiden Figuren der Abbildung. 
Die Behandlung von ID 13 Zellen für 2 - 8 h mit AG 555 allein bewirkte eine Zunahme der
Affinität von Kernproteinen zur NFkB-Bindungssequenz mit einem Maximum zwischen 4 - 6
h. Diese Wirkung war spezifisch, sie war in den DMSO-Kontrollen nicht erkennbar. 
Die Doppelbehandlung mit Tumornekrosefaktor  führte zu einem interessanten
Ergebnis. Wie zu erwarten, fand die maximale NFkB-Induktion nach 30 Min Behandlung mit
TNF  statt. Die Oligonukleotid-Bindung war nach 6 Stunden ebenfalls sichtbar, beruhend auf
der Aktivitäts-Abnahme jedoch abgeschwächt. AG 555 auf der anderen Seite, das für sich allein
eine Verstärkung der Proteinbindung an die Sequenz zeigte, konnte in der Doppelbehandlung
sowohl nach 30 Min als auch nach 6 h die TNF  -Induktion vermindern. Der Einfluß von AG
555 auf die TNF  - Wirkung sprach für eine direkte oder indirekte Überschneidung der
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1 - Supershift NFkB Oligonukleotid / p50, p65 Antikörper 2 - Western-Analyse
Abb. 3-24:
1 - Supershift der AG 555 behandelten Kernextrakte aus ID 13. Die spezifische Bande (gerader Pfeil)
      wird durch beide Antikörper retardiert (gebogener Pfeil). K - Kontrolle, A - AG 555.
2 - Western-Analyse der Cytoplasmaproteine aus ID 13 nach 3 h AG 555 Behandlung. Der NFkB-     
     Inhibitor IkB wird nicht degradiert.
Signaltransduktionswege, die die Substanzen nutzten. AG 555 besaß demnach die Möglichkeit,
in die TNF  - Signalkette einzugreifen.
Um die Proteine p50 und p65 im NFkB-Komplex nachzuweisen, wurde eine Supershift-
Untersuchung vorgenommen, in der eine Retardierung des Oligonukleotids durch die
entsprechenden Antikörper erfolgte. Weiterhin sollte ermittelt werden, ob der  Inhibitor IkB 
nach einer Behandlung mit AG 555  degradiert wurde zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors
(Abb. 3-24). 
Die Proteine p50 und p65 wurden durch Untersuchung des Kernextrakts detektiert. Aus Abb. 3-
24 geht hervor, daß die nachgewiesene Bindung auch nach AG 555-Behandlung auf ein
typisches Heterodimer zurückzuführen war, da beide Antikörper einen Supershift der
spezifischen Oligonukleotidbande bewirkten. Der Repressor IkB , der den Transkriptionsfaktor
direkt bindet und im Cytoplasma zurückhält, wurde in cytoplasmatischen Extrakten
nachgewiesen. Nach 3 h AG 555 Behandlung konnte keine Mengenabnahme durch IkB-
Degradation über den Ubiquitin-Proteasom-Weg festgestellt werden.
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3.6 Untersuchung des BPV-1 Chromatins und der DNA-Topologie nach
AG 555-Behandlung
ID 13 Zellen wurden unter anderem als Modellsystem eingesetzt, weil sich die Möglichkeit bot,
anhand der episomalen Struktur der BPV-DNA die Auswirkungen von Tyrphostinen auf die
Topoisomerasen in den Zellen zu untersuchen. Die verminderte Transkriptionsrate der BPV-1
Episome ließe sich beispielsweise auch durch eine Topoisomerase I- Inhibition erklären. Sofern
die Topoisomerase I inaktiviert würde, die eine entscheidende Rolle für die Auflösung sterischer
Probleme während des Fortschreitens der Replikationsgabel und der Transkription einnimmt,
könnten die Episome nicht mehr entspiralisiert werden und somit keine effektive Replikation
und Transkription mehr stattfinden.
AG 555 ist beschrieben worden als Topoisomerase I Inhibitor in vitro (Aflalo et al., 1994). Eine
solche Auswirkung in lebenden Zellen ist allerdings bisher nicht bestätigt worden.
Die BPV-Episome in der Zellinie ID 13 besitzen den Vorteil, daß sie vom Zell-Chromatin
abgetrennt werden können. Im Versuch zur Abb. 3-25 wurden die episomalen Nukleoprotein-
Komplexe zunächst eluiert und daran anschließend in einem Sucrosegradienten aufgetrennt und
fraktioniert. Die Fraktionen sind in normalen Agarosegelen (obere Abb. 3-25) und in hoch
auflösenden Gelen mit Zusatz von Chloroquin einer Elektrophorese ausgesetzt worden. Im
Chloroquin-Gel fand eine Auftrennung der superhelikalen Form I-Topoisomere statt, die nun
entsprechend ihrer Windungsanzahl schneller oder langsamer liefen. Je höher die Windungszahl,
die durch die Anzahl der gebundenen Histon Moleküle bestimmt wird, desto kompakter war das
Molekül und desto schneller bewegte es sich im Gel. Chloroquin interkaliert in die DNA, was in
weniger spiralisierter DNA leichter möglich war. Die Interkalation bewirkt eine Retardierung der
Moleküle z.T. über die Form III hinaus. 
Inhibition der Topoisomerase I durch AG 555 hätte sich bemerkbar gemacht, indem sich der
Schwerpunkt der aufgetrennten Topoisomere deutlich nach unten verschoben hätte (Einwirkung
der Topoisomerase I führt zu  einer Lockerung der DNA, also zu einer Windungsabnahme). Eine
solche Veränderung war jedoch nicht zu detektieren, so daß daraus zu schließen ist, daß die
Hemmung der Topoisomerase I in vitro nicht mit den Bedingungen in der Zelle korreliert. 
Eine Wirkung, die durch AG 555 vermittelt und nach der Hybridisierung sichtbar wurde, ist die
Veränderung des Sedimentationsprofils der BPV-Episome. Das Maximum der Form I-
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DMSO                                       AG 555
DMSO                                       AG 555
Normales DNA-Gel
Chloroquin-Gel
Oligomere
Fo II
Fo III
Fo I
Fo II
Fo I
Abb. 3-25:
Southern Analyse:
Nachweis der BPV-1 DNA in den Fraktionen des Sucrosegradienten. Die
Fraktionen sind aufsteigend geordnet, d.h., links befinden sich die schweren
Fragmente, rechts die leichten. Im Chloroquin-Gel ist die Auftrennung der Form
I-Topoisomere erkennbar. AG 555-Behandlung für 7 h.
Topoisomere ist nach 7 h AG 555-Behandlung in späteren Sucrosegradientenfraktionen zu
finden, d.h., im Gel  (Abb. 3-25) in den rechten Spuren.
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Kontrolle - 1 Tag                             Kontrolle - 3 Tage
AG555 - 1 Tag                               AG555 - 3 Tage
CaSki
Abb. 3-26:
Photographie der Zellen in 200facher Vergrößerung.
Behandlung der HPV 16 positiven Zervixkarzinom-Zellinie CaSki mit
AG 555. Die Wachstumsinhibition ist nach 3 Tagen sichtbar im
Vergleich zu den Kontroll-Zellen.
3.7 Ausblick:  Einfluß von AG 555 auf humane Zervixkarzinomzellen
Der Nachteil des ID 13 Modellsystems besteht darin, daß es sich um Maus-Fibroblasten handelt.
Um den Tyrphostin-Einfluß auch in einem humanen Zellsystem zu testen, dessen Ähnlichkeit
zum menschlichen Organismus für Aussagen zur Anwendbarkeit essentiell ist, wurde die
etablierte Tumorzellinie CaSki für Vergleichsuntersuchungen verwendet.
Humane Papillomviren werden differenziert in “low risk”- und “high risk”-Typen. “High-risk”-
Viren sind eng assoziiert mit Krebsformen im genitalen Bereich. Im besonderen in
Zervixkarzinomen findet man in > 90 % der Biopsien entweder HPV 16 oder HPV 18 (zur
Hausen, 1996a). Die Zellinie CaSki wurde aus dem metastasierenden Zervixkarzinom einer
40jährigen Kaukasierin etabliert.  Jede Zelle enthält das Humane Papillomvirus Typ 16 in einer
Kopienzahl von etwa 600 (Baker et al., 1987). Die Besonderheiten dieser Zellinie, vergleicht
man sie mit anderen HPV-positiven Linien, sind die hohe Zahl an Viruskopien und die
konstitutive Expression des Proteins E5 trotz des integrierten Zustands der viralen DNA. Das
transformierende Potential von E5 trägt neben E6 und E7 dazu bei, daß der onkogene Phänotyp
erhalten bleibt (Oelze et al., 1995). 
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Abb. 3-27:
Northern Analyse:
Suppression der HPV 16 Transkription in CaSki nach 2 - 10 h AG 555
Behandlung.
Morphologisch bilden CaSki Zellen in Kultur keinen einheitlichen Zellrasen, sondern zeigen ein
inselartiges Wachstum (siehe Abb. 3-26). Behandlung mit dem Tyrphostin AG 555 bewirkte in
dieser Zellinie ebenfalls eine Wachstumsinhibition, welche aufgrund der unregelmäßigen
Zellverteilung und des relativ langsamen Wachstums jedoch erst nach 2 - 3 Tagen
Behandlungsdauer deutlich sichtbar war. 
Um zu überprüfen, ob die  Substanz einen Einfluß hatte auf die Expression der viralen mRNA
wurde eine Transkriptionsbestimmung vorgenommen.
In Abb. 3-27 sind die Ergebnisse der Northern Analyse nach einer Behandlung der Zellen für
den Zeitraum 2-10 h zu sehen. Die negative Regulation der HPV 16 - RNA durch AG 555 war
selektiv. In den Kontrollen wurde HPV 16 weiterhin konstant transkribiert. Die Suppression
begann nach 4 h und blieb bis zum Zeitwert 10 h erhalten. Das Kontrollgen -Actin wurde durch
das Tyrphostin nicht beeinflußt in seiner Transkription.
Die Onkogene der Humanen Papillomviren sind die Proteine E6 und E7, die bei Deregulation zu
einer Zelltransformation und Immortalisierung beitragen (Dürst et al., 1987). Eine Expression
des E6-Proteins führt im Fall der “high risk”-Papillomviren, zu denen HPV 16 gezählt wird, zu
einer Bindung des zelleigenen Tumorsuppressorproteins p53 und dessen anschließender
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β-actin
p 53
K - Kontrolle  ;  D - DMSO  ;  A - AG555 (30 µM)  ;
  Pos-K - Positivkontrolle = Fibroblasten
 K     D    A    D     A     D     A    D    A    Pos-K
        2h   2h   4h   4h    6h   6h   8h   8h
Abb. 3-28:
Proteinanalyse aus Gesamtextrakten. Reexpression von p53 in CaSki
Zellen nach AG 555 Behandlung.
Proteolyse (Scheffner et al., 1990). Eine Veränderung des Translationslevels des Onkogens
durch AG 555-Behandlung mußte auf indirektem Weg nachgewiesen werden, da kein geeigneter
Antikörper zur Verfügung stand.
Die Supprimierung des E6-Onkoproteins sollte, da es die Degradierung von p53 auslöst, durch
eine p53 Reexpression beweisbar sein. Zur Veranschaulichung dieses Zusammenhangs wurde
eine Western-Analyse des Zell-Gesamtproteins durchgeführt.
Aus Abb. 3-28 wird deutlich, daß auch die Translation des Onkogens E6 durch AG 555
beeinflußt worden ist. Die zunehmende Reexpression des Proteins p53 folgte dem gleichen
Zeitverlauf wie die negative Regulation der HPV 16-mRNA (siehe Abb. 3-27). 
p53 reguliert die G1/S-Transition im Zellzyklus und führt bei DNA-Schäden zur Aktivierung der
Reparaturenzyme (Chen et al., 1993). Die neuerliche Expression nach Anwendung des
Tyrphostins AG 555 ist ein positiver Befund, da in diesem Fall eine weitere Mutations-
Manifestierung unterbunden wird.
Aus diesen Ergebnissen geht hervor, daß AG 555 das Potential besitzt, verschiedene
Typen von Papillomviren spezifisch zu regulieren, die nach Infektion muriner und humaner
Zellen zu einer Transformation führen können.
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4 DISKUSSION
Mit der vorliegenden Arbeit sollten ausgewählte Substanzen aus einer Gruppe von Tyrosin-
Kinase-Inhibitoren im Hinblick auf ihre Wirksamkeit in tumorigenen Zellen näher
charakterisiert werden, insbesondere solchen, die mit Papillomviren unterschiedlicher Typen
infiziert waren.
Eine Überexpression von Rezeptoren, die Phosphorylierungskaskaden für ihre
Signaltransduktion benötigen, ist in vielen Krebszellen nachgewiesen worden. Es ist somit
vorrangiges Ziel vieler Forschungsvorhaben, zur Verhinderung pathogener Proliferationen
Medikamente zu entwickeln, die spezifisch gegen Kinasefunktionen von Proteinen gerichtet sind
(Yaish et al., 1988; Levitzki und Gazit, 1995). 
Tyrphostine (synthetische Derivate natürlich vorkommender Tyrosin-Phosphorylierungs-
Inhibitoren) sind eine große Familie selektiv modifizierter Chemikalien, die jedoch nur
unzureichend untersucht sind, um zu klinischen Testphasen zugelassen zu werden (Levitzki,
1999). Diese Arbeit trägt dazu bei, ihre generellen biologischen Effekte und spezielle Wirkungen
auf Papillomviren detaillierter zu verstehen und einen Ausblick auf zukünftige
Anwendungsmöglichkeiten dieser Substanzen zu vermitteln.
4.1 Molekulare Veränderungen in Krebszellen
Die Entstehung von Krebs ist beschrieben als ein Mehrstufenkonzept (Armitage und Doll,
1954). Mutation einzelner Gene führt nicht geradewegs zu einer Zellentartung, sondern es sind
für die Tumorbildung immer mehrere Faktoren notwendig. Tumorinduktoren wie
hochkarzinogene Chemikalien (z.B. Dimethylbenzanthrazen oder Benzopyren) bzw.
ionisierende Strahlung  sowie genetisch vererbte Prädispositionen können eine “Vorbelastung”
von Zellen ausmachen. Auf weitere mutagene Reize, Tumorpromotoren, sofern diese in einer
genügend hohen Reizstärke auf die Zelle treffen, kann die Zelle dann mit Verlust der
Proliferationskontrolle reagieren (Cairns, 1975). Häufig sind Umwelteinflüsse die
entscheidenden Auslöser einer bestimmten Tumorerkrankung.
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So erhebt sich die Frage, ob es Veränderungen gibt, die in allen Tumoren zu finden sind?
Generell kann gesagt werden, daß kaum 2 Tumorerkrankungen auf genau denselben Mutationen
beruhen. Auf der anderen Seite sind es jedoch bestimmte Gene, die häufig in Tumoren verändert
sind. Dabei handelt es sich zum einen um sogenannte Protoonkogene (Hunter, 1984; Bishop,
1985), die vor allem durch Untersuchung von Retroviren entdeckt worden sind (siehe Tab. 4-1).
Die andere Gruppe von Genen, die in entarteten Zellen in großer Zahl verändert bzw. nicht
vorhanden sind, umfaßt die “Tumorsuppressorgene” (Weinberg, 1991). Die Produkte dieser
Gene sorgen für eine Regulation von Prozessen in der Zelle, die vor allem den Zellzyklus
betreffen. Sie dienen beispielsweise als “Notbremse” bei korrigierbaren Mutationen, die von
zelleigenen Reparaturenzymen beseitigt werden können oder sie lösen eine Selbstzerstörung der
Zelle aus (= Apoptose), wenn die Schäden irreparabel sind. 
Funktionell sind haufig in Tumoren veränderte Onkogene eng mit der Signaltransduktion in
Zellen verknüpft. Ihre Proteine wirken entweder als Zellrezeptoren, als Proteinkinasen oder sind
Bausteine für Transkriptionsfaktoren. Beispiele sind “abl”, eine Tyrosin-Protein-Kinase, deren
Translokation zur B-Zell-Leukämie im Menschen führt oder “fos”, eine Komponente des
Transkriptionsfaktors AP-1, die bei Überexpression in Mäusen Osteosarkome auslöst (Alberts
et al., 1994). Genau an dieser Stelle der Signalketten müssen Chemotherapeutika ansetzen, um
die transformierende Wirkung der Onkogene zu neutralisieren oder in infizierten Zellen eine
Apoptose auszulösen. Tyrphostine (Tyrosin-Kinase-Inhibitoren) sind dementsprechend eine
potentiell erfolgreiche Substanzklasse zur Bekämpfung der Überexpression veränderterter
Tyrosin-Kinase-Onkogene.
4.2 Eingriff der Papillomviren in Signaltransduktion und Zellzyklus
Papillomviren sind DNA-Viren, die im allgemeinen nicht in die Wirts-DNA integrieren. Ihre
Onkogene sind dementsprechend viral und die Expression wird normalerweise von viralen
Regulatoren gesteuert (Gissmann, 1992). Sind die Zellen jedoch durch Mutationen vorbelastet,
dann sind einige Virustypen in der Lage, Zellen zu transformieren. Zum einen ist dafür das
Protein E5 verantwortlich, das mit EGF- und PDGF-Rezeptoren der Zellen interagiert und zu
einer konstitutiven Aktivierung der Kinasefunktion dieser Rezeptoren beiträgt. Für die “high-
risk” Papillomviren sind, abgesehen von E5 im frühen Stadium der Infektion, die Proteine E6
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und E7  die eigentlichen transformierenden Onkogene. E6 interagiert über das E6-AP-Protein
mit dem Tumorsuppressor p53, wodurch dieser degradiert wird (Scheffner et al, 1990), E7
bindet direkt an pRB, was zu einer Freisetzung des durch pRB regulierten Transkriptionsfaktors
E2F führt (Boyer et al, 1996). Beide Onkogene bewirken eine Passierung des G1 / S-
“Checkpoints” der Zelle, also eine Einleitung der DNA-Replikation und Proteinsynthese. Die
Bindung von E6 an p53 besitzt jedoch noch einen weiteren negativen Aspekt: p53 stoppt die
Zellproliferation bei hohen Mutationsraten und leitet Reparaturvorgänge ein. Da diese Funktion
übergangen wird durch den Eingriff des Virus, können sich Mutationen in der Zelle
manifestieren, die ein zusätzliches onkogenes Potential bewirken.
4.3 Wirkung der Tyrphostine auf Papillomvirus-transformierte Zellen
Tyrphostine sind synthetisiert worden, um gezielt auf Proteine der Tyrosin-Signalketten
einwirken zu können (Yaish et al., 1988). Die Substanz AG 555 besitzt die Eigenschaft, die für
den Zellzyklus essentielle Kinase cdk2 zu blockieren (Ben-Bassat et al., 1997). Damit sollte das
Tyrphostin in der Lage sein, der deregulierten Zellproliferation, die durch Papillomviren
verursacht wird, entgegenzuwirken. Gezeigt werden sollte, ob die Substanz tatsächlich die
Wirkung der viralen Onkogene aufheben konnte und ob sie ebenfalls einen Einfluß auf die
Virusexpression besaß.
Das Modellsystem ID 13 ist eine durch das Rinderpapillomvirus BPV-1 transformierte
Mausfibroblasten-Zellinie, in dem die Virus-DNA episomal vorliegt (Rösl und Waldeck, 1986).
Diese Eigenschaft beschreibt auch ein frühes Infektionsstadium der humanen “high-risk”
Papillomviren (Conrad-Stoppler et al., 1996), so daß sich die Ergebnisse möglicherweise auch
auf frühe Stadien humaner Papillomviren übertragen lassen. 
Auch eine Reihe weiterer Tyrphostine wurde auf ihre Wirksamkeit in bezug auf die
BPV-Suppression in ID 13 getestet (Abb. 3-7). Fast alle zeigten Effekte im Langzeitbereich oder
in höheren Konzentrationen, die aber großenteils bereits eine hohe Zytotoxizität aufwiesen. Eine
schnelle reproduzierbare Wirkung ohne nennenswerte zytotoxische Effekte konnte nur für die
Substanz AG 555 nachgewiesen werden.
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4.3.1 Wachstumsinhibition
Die Zellen wurden mit 30 M AG 555 behandelt. Um eine bessere Vorstellung der eingesetzten
Substanzmenge zu erhalten: 30 M entsprechen 9,7 mg/l Endkonzentration im Zellmedium. Es
fand sowohl in ID 13 als auch in der nicht transformierten Zellinie C 127 eine
Wachstumsinhibition statt, d.h., das Wachstum wird unabhängig vom Transformationsstatus der
Zellen beeinflußt durch das Tyrphostin (Abb. 3-1 und 3-2). Andererseits ist auch die Zellinie C
127 immortalisiert, die Zellen differenzieren nicht, sondern besitzen die Eigenschaft, unbegrenzt
zu wachsen, ohne jedoch tumorigen zu sein.
Zwei Möglichkeiten kamen als Grund der Wachstumsinhibition durch AG 555 in Betracht.
Entweder die cdk2-Inhibition, die einen Stop des Zellzyklus in der G1- oder S-Phase auslöst
oder eine Topoisomerase I-Inhibition, die das Wachstum dadurch blockiert, daß keine DNA-
Replikation mehr stattfinden kann, weil die DNA-Entwindung beeinträchtigt ist.
Die Topoisomerase-Inhibition, die in vitro für das Tyrphostin beschrieben wurde (Aflalo
et al., 1994), konnte nicht bestätigt werden im Modellsystem (Abb. 3-25). Der Versuch basierte
auf der Abtrennung der BPV-1 Episome von der Zell-DNA, um anhand der kleinen BPV-
Moleküle eine Veränderung der Windungszahl der superhelikalen Form I zu ermitteln.
Veränderungen sollten durch Lockerung des Chromatins und Freisetzung von Histonen aus den
DNA-Komplexen bei Topoisomerase I-Aktivität auftreten. 
Eine cdk2-Inhibition konnte hingegen für beide Fibroblasten-Zellinien gezeigt werden
(Abb. 3-12). Dieser Effekt ist unabhängig von der BPV-1 Transformation der Zellinie ID 13. Die
Inhibition der Cyclin-abhängigen Kinase cdk2 wirkt sich als Arretierung der Zellen in der späten
G1 und der S-Phase aus, wie in der FACS-Analyse gezeigt werden konnte (Abb. 3-13). Die
Mitose wird verhindert. Demnach ist die Substanz effektiv in der Lage, durch Virus-Onkogene
oder spontane Mutationen (Zellinie C 127) ausgelöste Proliferationsanomalien zu blockieren.
4.3.2 Apoptose
Ein weiterer Aspekt, der zur Verminderung der Zelldichte führt, ist die Einleitung der Apoptose.
In Abb. 3-13 und 3-14 wurde gezeigt, daß die BPV-Transformation eine Sensibilisierung der
Zellen für einen programmierten Zelltod bewirkt. Die Durchflußzytometrie-Untersuchung ließ
eine Apoptose erst nach längerer AG 555-Exposition und nur für die Zellinie ID 13 erkennen.
Im empfindlicher reagierenden Apoptose-Assay konnte für ID 13 eine Apoptose bereits nach 18
- 28 Stunden Behandlung mit AG 555 festgestellt werden, während die Kontrollzellinie C 127
in diesem Zeitraum deutlich  schwächer reagierte. Dieser Befund ist bemerkenswert. Es läßt sich
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Abb. 4-1:
Schematische Darstellung der auslösenden Mechanismen (1-Fas-Rezeptor-
Aktivierung; 2-DNA-Beschädigungen) und der Caspase-Kaskade, die zur
Apoptose von Zellen führen (verändert nach Hengartner, 2000).
die Folgerung ziehen, daß durch Kurzexposition mit AG 555 für maximal 2 Tage selektiv Zellen 
der Apoptose zugeführt werden können, die eine Virus-Assoziation aufweisen. 
Bei der Apoptose handelt es sich um einen Prozeß, der - einmal eingeleitet - nicht wieder
rückgängig gemacht werden kann. Die Proteine, die für die Ausführung der Apoptose benötigt
werden (Caspasen = Cystein Proteasen), liegen im Cytoplasma bereits als Procaspasen vor. Es
gibt im Normalzustand ein ausgewogenes Gleichgewicht zwischen inhibitorischen und
progressiven Proteinen, die dafür sorgen, daß die “death machinery” der Zelle nicht ausgelöst
wird. Als Auslöser kann entweder eine Stimulierung des Fas (CD95) -Rezeptors oder eine hohe
DNA-Mutationsrate fungieren (siehe Abb. 4-1). Daraufhin findet zum einen eine Cytochrom C-
Ausschüttung aus den Mitochondrien statt, zum anderen tritt die Caspase-Kaskade in Aktion,
wobei jeweils die obenstehende Caspase die nächstfolgende durch proteolytische Spaltung
aktiviert. Dieser Prozeß wirkt als Verstärker, es werden apoptotische Unterprogramme gestartet,
die nicht mehr gestoppt werden können (Hengartner, 2000). Das Resultat besteht in einem
Schrumpfen und der Selbstauflösung der Zelle durch Restriktion von Cytoskelett-Proteinen und
DNA. 
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Apoptose ist ein Vorgang, der deutlich später auftritt als die Virus-Hemmung (siehe 4.3.4).
Demnach ist es wahrscheinlich, daß es sich um einen sekundären Prozeß handelt. Eventuell muß
AG 555 in der Zelle umgesetzt werden und erst die Produkte führen zur Einleitung von
Streßsignalen und zur Selbstzerstörung der Zelle.
4.3.3 Aufnahme und Stabilität von AG 555 in Zellen
Der Mechanismus, über den die Substanz in die Zellen aufgenommen wird, ist unbekannt. Da
AG 555 nicht viel größer als eine Aminosäure ist (vgl. auch Abb. 1-4) und sich zudem
ausgesprochen lipophil verhält, ist eine Diffusion durch die Zellmembran eher anzunehmen als
ein energieverbrauchender Transport über Carrier oder Rezeptoren. Das Tyrphostin besitzt ein
ausgedehntes delokalisiertes Elektronensystem, das durch UV-Licht anregbar ist. Nach DAPI-
Färbung (Abb. 3-10) und UV-Anregung zeigte sich nach 24 h eine relativ gleichmäßige
Verteilung der Substanz im Cytoplasma. Eine Bindung des Tyrphostins an intrazelluläre
Membranen wie beispielsweise die des Endoplasmatischen Reticulums ist jedoch nicht
auszuschließen. Nach 48 h war AG 555 kaum noch zu detektieren. Man kann daraus folgern, daß
es entweder aus der Zelle entfernt oder umgesetzt wurde, wodurch die Eigenschaft zu
fluoreszieren zerstört wird. Essentiell für die Wirkung sind die beiden OH-Gruppen am ersten
Phenylring (siehe auch Abb. 1-4) (Kleinberger-Doron, 1998). Diese werden offensichtlich in der
Zelle nicht angegriffen.
Eine Wirksamkeit auf die virale RNA konnte in der Northern-Analyse behandelter ID 13
Zellen noch nach einer Konditionierung der Substanz für 24 h und anschließender Behandlung
von Zellen mit dem konditionierten Medium nachgewiesen werden (Abb. 3-9). Nach 4 h fand
zunächst eine Transkriptionsaktivierung von BPV-1 statt, die aber nach 7 h Behandlungsdauer
deutlich zurückging, was eine Wirksamkeit der Substanz bestätigte. Die kurzfristige Erhöhung
der Transkription ist möglicherweise auf Stoffwechselprodukte zurückzuführen, die von den
Zellen während der Konditionierung an das Medium abgegeben wurden. Ob die nicht
umgesetzte Substanz oder die Intermediate einer Metabolisierung im konditionierten Medium
die Transkriptionsrepression von BPV-1 in den “neuen” Zellen bewirken, bedarf genauerer
biochemischer Untersuchungen. Beispielsweise könnte durch radioaktive Markierung eines oder
mehrerer C-Atome des AG 555-Moleküls eine Bindung an Proteine oder Strukturen in den
Zellen nachgewiesen und eine Umsetzung bestätigt oder negiert werden.
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4.3.4 Einfluß von AG 555 auf die Virusexpression
Die Expression des Virus konnte durch nicht konditioniertes AG 555 nach frühestens 2 h sowohl
auf Transkriptions- als auch auf Translationsebene unterdrückt werden (Abb. 3-5 und 3-11).
Eine Neusynthese von Proteinen war dafür nicht notwendig. Dieses Resultat konnte durch
Zugabe von Cycloheximid erbracht werden, da diese Chemikalie selektiv die Translation in
Eukaryonten hemmt (Abb. 3-8). Das Muster der BPV-1 Transkription blieb das gleiche wie ohne
Cycloheximid. Die Transkriptionsfaktoren besitzen eine sehr kurze Halblebensdauer, da sie für
schnelle, effektive aber nur kurze Zeit anhaltende Genregulationen benötigt werden (Sherman et
al., 1990; Kick et al., 1996; Hohmann et al., 1991). Die Transkriptionsinhibition ist auch nach
Cycloheximid-Zugabe gegeben, daher beruht der Effekt nicht auf Neusynthese von
Transkriptionsfaktoren, sondern auf posttranslationalen Modifikationen wie z.B. der
Phosphorylierung von Proteinen.
Während die mRNA des bovinen Papillomvirus supprimiert wurde, fand gleichzeitig eine
Transkriptionsaktivierung der “immediate early” Gene c-jun und fra-1 statt. Die Proteinmengen
waren im folgenden nicht erhöht, eine posttranslationale Modifikation von c-Jun durch
Phosphorylierung konnte allerdings festgestellt werden (Abb. 3-17). Ob durch AG 555 eine
transiente Translationshemmung ausgelöst wird und die Erhöung der mRNA-Menge aus diesem
Grund nicht mit einer Proteinumsetzung gleichgesetzt werden kann oder ob ein anderer
Mechanismus verantwortlich ist für diese Divergenz, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht
geklärt werden.
Die Spezifität der Wirkung des Tyrphostins ließ sich durch Gleichbehandlung derselben
Zellinie mit dem EGF-Rezeptor-Kinase Inhibitor AG 1478 nachweisen. Diese Substanz, die zur
Gruppe der Quinazoline gehört und strukturell deutliche Unterschiede zu AG 555 aufweist (Abb.
1-4), führte nach kurzer Behandlungsdauer nicht zur Hemmung der BPV-Transkription und auch
nicht zu einer Erhöhung der Transkriptmengen von c-jun und fra-1. Erst nach 24 h konnte eine
Minderung der Virustranskription gezeigt werden. Dementsprechend wirkt AG 555 nicht durch
die Blockierung des EGF-Rezeptors auf BPV ein, sondern nutzt dazu einen anderen
Stoffwechselweg als AG 1478.
Die Supprimierung der BPV-1 mRNA durch AG 555 in ID 13 Zellen war nach anhaltender
Behandlung für 24 Stunden und länger wieder rückläufig. Zur gleichen Zeit ging auch die
Transkriptionsaktivierung von c-jun und fra-1 zurück. Es könnte sich dabei um eine Anpassung
der Zellen an das Tyrphostin handeln oder um einen Kosten-Nutzen-Effekt, da die Apoptose-
Prozesse bereits nach 18 Stunden beginnen (Abb. 3-14), so daß der Stoffwechselvorgang, der zur
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BPV-1 Repression führt, nicht mehr aufrecht erhalten werden muß. Eine weitere Erklärung
besteht darin, daß die BPV-Suppression auf primären Reaktionen des Tyrphostins beruht, die
Apoptose jedoch durch sekundär aktivierte Prozesse eingeleitet wird.
4.4 Signaltransduktion nach AG 555-Behandlung
4.4.1 Mitogen aktivierte Proteinkinasen
Die Gruppen der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen sind vielfach in Verbindung mit Streß- und
Apoptose-Reaktionen von Zellen beschrieben worden (Adler et al., 1999; Leppä und Bohmann,
1999; Tournier et al., 2000). Es handelt sich um Serin-Threonin-Kinasen, die selbst durch
doppelte Phosphorylierung einer Threonin - X - Tyrosin - Sequenz aktiviert werden. Die Gruppe
der Erk (“extracellular signal regulated kinases”) wird geschildert als Apoptose-inhibierend
(Cross et al., 2000). Zudem gibt es eine positive Proliferationsvermittlung durch diese Familie
von MAPKinasen (Kerkhoff und Rapp, 1998) durch Weiterleitung der Wachstumssignale in den
Zellkern. N-terminale Jun-Kinasen (JNK) und p38-MAPKinasen werden durch Streßsignale wie
UV-Bestrahlung, reaktive Sauerstoffradikale oder Chemikalien und die damit verbundenen
DNA-Schädigungen aktiviert. Sie leiten häufig die Apoptose in den Zellen ein, indem sie eine
Reihe von Transkriptionsfaktoren aktivieren und Proteine des Zellzyklus inhibieren wie
beispielsweise Cyclin D1 und E2F (Lavoie et al., 1996, Wang et al., 1999).
Nach AG 555-Behandlung mit einer Endkonzentration von 30 M fand keine Änderung des
Phosphorylierungsstatus der Erk-Kinasen statt (Abb. 3-16). Die Streß-aktivierten MAPKinasen
JNK und p38 zeigten jedoch eine deutliche Phosphorylierung im Vergleich zu den Kontrollen
(Abb.3-16). Ihre Aktivierung führte zur Mobilisierung von Proteinen, die Elemente von
Transkriptionsfaktoren sind (c-Jun und ATF-2, Abb. 3-17). 
Im allgemeinen dienen die MAPKinasen einer schnellen Signalweiterleitung. Ihre Aktivierung
erfolgt im Minutenbereich (Lange-Carter et al., 1993). Die Wirkung von AG 555 auf diese
Enzyme beginnt jedoch erst nach etwa 30 Min - 1 h und dauert mindestens bis zur
Behandlungsdauer 8 h (Abb. 3-16 und 3-18). Auch diese Effekte sind somit aller
Wahrscheinlichkeit nach als sekundär einzustufen. Sie weisen auf eine Streßreaktion der Zellen
nach Behandlung mit dem Tyrphostin hin. Andererseits sind die MAPKinasen
speciesübergreifend konservierte Signaltransduktoren und auch in viele essentielle
Zellfunktionen eingebunden (Nishida und Gotoh, 1993; Lange-Carter et al., 1993). Eine andere
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Erklärung wäre eine Inhibition von Phosphatasen, die im Normalfall zur Dephosphorylierung
der Mitogen aktivierten Kinasen beitragen.  
Aktivierung der p38 und JNK ist ein AG 555 spezifisches Phänomen. Mit dem Tyrphostin AG
1478 konnte ein solcher Effekt nicht erzielt werden im selben Zellsystem (Abb. 3-19).
Durch Inhibition der p38 MAPKinase wurde eine direkte Einwirkung dieser Kinase auf
die Virus-Transkription in der Zellinie ID 13 nachgewiesen. Die Suppression der BPV-
Transkription durch das Tyrphostin AG 555 war durch Doppelbehandlung mit dem p38-Inhibitor
SB 203580 zumindest zum Teil wieder aufhebbar (Abb. 3-20). Also ist die Aktivierung der
MAPKinase p38 eine Voraussetzung für die Inhibition der BPV-1 Transkription. Eine
Verbindung besteht dabei in der Phosphorylierung des Proteins ATF-2 durch p38. ATF-2 ist
unter anderem Bestandteil des Transkriptionsfaktors AP-1, besitzt aber auch eine Histon-Acetyl-
Transferase-Aktivität, die durch Acetylierung der Histone H2B und H4 in Nukleosomkomplexen
zur lokal begrenzten Auflockerung des Chromatins führt und damit zur Anlagerung weiterer
transkriptionsregulierender Proteine (Kawasaki et al., 2000). Da es eine AP-1 ähnliche Sequenz
im BPV-1 Genom gibt, kann ATF-2 als Homodimer oder Heterodimer mit c-Jun dort binden
(siehe auch 4.5). 
4.4.2 Die Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFkB
Transkriptionsfaktoren bestimmen die Aktivität aller zellulären Gene. Sie binden an bestimmte
Sequenzen in den Promotor- und Enhancerbereichen und bewirken eine Strukturänderung der
DNA. Diese erleichtert den Polymerase-Enzymen die Promotorbindung, so daß anschließend
eine Übersetzung des Gens in Messenger RNA erfolgen kann.
Das Aktivator-Protein 1 ist ein ubiquitär in allen Geweben verbreiteter Transkriptionsfaktor, der
durch seine aktivierende Funktion, die er auf eine große Anzahl von Genen ausübt, eine
Schlüsselrolle in der Regulation vieler zellulärer Prozesse besitzt. Wachstum und
Überlebensfunktionen werden beispielsweise durch AP-1 gesteuert (Karin et al., 1997). Auch
Differenzierungs- und Streßsignale sind abhängig von AP-1 (Cook et al., 1999).
Die Nukleotid-Sequenz, die durch AP-1 gebunden wird, ist das TPA-responsible Element (TRE)
mit der Nukleotid-Folge 5-TGA(G/C)TCA-3(Angel und Karin, 1991). Mit der
Zusammensetzung von AP-1 variiert auch seine Affinität zur Bindesequenz. Die
Zusammensetzung ist abhängig von der Zellzyklus-Phase, in der sich eine Zelle befindet (Cook
et al., 1999) und auch vom Transformations-Status, der beispielsweise durch virale
Onkoproteine verändert sein kann (Soto et al, 1999). AG 555 bewirkte indirekt durch die
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MAPKinasen eine Erhöhung des Phosphorylierungsstatus von c-Jun und ATF-2. Die ATF-2
Integration in den AP-1 Komplex war durch Elektromobilitäts-Shifts mit spezifischen
Antikörpern nachweisbar (Abb. 3-22). Demzufolge wird durch das Tyrphostin die
Zusammensetzung des Transkriptionsfaktors AP-1 geändert, was zu veränderter Sequenzaffinität
führt. Die Heterodimerisierung c-Jun/ATF-2 hat auch Auswirkungen auf die neu entdeckte AP-1
Bindestelle im BPV-1 Genom (siehe 4.5). Die  BAP-2 Sequenz ist bisher noch nicht
charakterisiert in bezug auf ihre aktivierenden oder inhibierenden Eigenschaften. Sollte es sich
um eine Silencer-Sequenz für die BPV-Transkription handeln, so ist durch die Signalkette p38
> ATF-2 > BAP-2-Sequenz der AG 555-Einfluß auf die Transkription des Papillomvirus zu
erklären. Die zweite noch nicht bestätigte Annahme geht von der BAP-2 Sequenz als Teil eines
neuen Promotors aus. Dieser liegt vor dem “Open reading frame” von E8, das zusammen mit E2
einen Transkriptionsrepressor bildet (vgl. Abb. 4-2). Die Expression von E8/E2 wäre also
ebenfalls eine Erklärung für die BPV-1 Suppression, da bei Akkumulation dieses Proteins und
Bindung in der URR eine Inhibition der Transkription erfolgt.
Auch NFkB ist ein ubiquitärer Transkriptionsfaktor, nichtsdestotrotz ist seine Wirkung
vor allem in Zellen des Immunsystems von größter Wichtigkeit für eine schnelle Antwort auf
pathogene Signale und den Start des “Verteidigungsprogramms” dieser Zellen (Baeuerle und
Henkel, 1994).
Im inaktiven Zustand liegt das Dimer p50/p65 an den Repressor IkB gebunden im Cytoplasma
vor (Baeuerle, 1991). Erst wenn IkB durch die spezifischen Kinasen IKK1 oder IKK2
phosphoryliert wird, verläßt es den Komplex und wird durch proteolytische Spaltung abgebaut.
NFkB kann nun in den Zellkern transportiert werden und dort an seine Konsensus Sequenzen
binden (Barnes und Karin, 1997). Die Aktivierung des Nuklearen Faktors kappa B durch die
MAPKinasen beruht auf einer indirekten Wirkung. Von der N-terminalen Jun-Kinase und den
Erk-Kinasen werden die IKKinasen des Repressors phosphoryliert, die dann über die Freisetzung
von IkB die NFkB-Kernlokalisation einleiten (Li und Karin, 2000). 
AG 555 verändert im Fall von NFkB die Zusammensetzung des Transkriptionsfaktors nicht,
auch nach Behandlung sind p50/p65 Heterodimere nachweisbar (Abb. 3-24). Die Affinität an die
Konsensus Sequenz wird leicht erhöht, der Repressor IkB wird jedoch nicht degradiert. Dieser
Mechanismus ist alternativ beschrieben worden als Aktivierung des Transkriptionsfaktors durch
Tyrosinphosphorylierung von IkB anstelle der Degradation (Imbert et al., 1996). NFkB gilt als
anti-apoptotisch wirkender Faktor (Karin und Delhase, 1998). Folglich hängt die
vergleichsweise späte Einleitung von Apoptosevorgängen möglicherweise mit der NFkB-
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Aktivierung zusammen. Erst nach Rückgang der NFkB gesteuerten Vorgänge können die
Caspasen aktiviert werden und die Apoptose der sensitiven Zellen findet statt.
Ein wichtiger Befund, der durch NFkB-Elektromobilitäts-Shifts nachgewiesen werden konnte,
ist eine Interaktion von AG 555 mit der TNF -Antwort. AG 555 blockiert die durch TNF 
induzierte NFkB-Aktivierung nicht vollständig, reduziert sie aber auf ein geringeres Level (Abb.
3-23). Der Tumornekrosefaktor ist ein Cytokin, das nach Stimulation des Immunsystems, z.B.
durch Viren, von den Makrophagen produziert und ausgeschüttet wird. TNF  stimuliert
anschließend die Zellen, die es erreicht, Chemokine zu bilden, die dann über den Blutkreislauf
neue Makrophagen anlocken, so daß eine Amplifizierung der Immunantwort die Folge ist.
Humane Papillomviren der “high-risk”-Gruppe verfügen jedoch über Möglichkeiten, die
Signalwege der TNF -Stimulation zu beeinträchtigen und sind damit immun sowohl gegen eine
TNF-induzierte Apoptose von Zellen als auch gegen eine Zerstörung durch Makrophagen.
Demzufolge ist die durch AG 555 vermittelte TNF -Inhibition ineffektiv in HPV-infizierten
Zellen. Die Einsatzmöglichkeit liegt allerdings in der Anwendung gegen pathogene Cytokin-
Stimulationen, die beispielsweise durch Bakterien ausgelöst werden.
Eine Beteiligung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFkB in Apoptose-Vorgänge ist
umstritten. NFkB wird als anti-apoptotisch beschrieben, jedoch sind sowohl Bindesequenzen im
Bcl-xl-Promotor (anti-apoptotisch; Glasgow et al., 2000) als auch Stimulierung des Fas-
Rezeptor-Promotors (apoptotisch; Ivanov und Ronai, 2000 ) bekannt, so daß es auf die Art des
Stimulus ankommt, in welche Richtung eine Zelle durch NFkB-Aktivierung tendiert (Ishikawa
et al., 1997). 
Auch die Rolle von AP-1 in bezug auf eine Auslösung der Apoptose wird kontrovers diskutiert
und ist nicht eindeutig zu beantworten. Da die “Apoptose-Maschinerie” in den Zellen schon
vorhanden ist, scheint AP-1 nur in Fällen notwendig zu sein, in denen zusätzlich neue Proteine
synthetisiert werden müssen. TNF  und Fas als Auslöser der Apoptose benötigen
beispielsweise keine AP-1- und JNK-Aktivität (zur Übersicht siehe Karin et al., 1997). Demnach
trifft auch hier die gleiche Feststellung zu wie für NFkB: der Stimulus bestimmt die Aktivierung
der Transkriptionsfaktoren, die jedoch nur in wenigen Fällen für die Apoptose tatsächlich
erforderlich sind.
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4.5 Entdeckung einer unbekannten AP-1 Sequenz im BPV-1 Genom
Nachdem im Modellsystem ID 13 die Phosphorylierung der Proteine c-Jun und ATF-2 durch die
MAPKinasen gezeigt wurde, lag die Annahme nahe, daß eine Aktivierung von AP-1 für einen
Teil der AG 555-Wirkungen verantwortlich war. Ob die Virus-Inhibition auf AP-1
zurückzuführen war, galt es zu beantworten. Im BPV-Genom waren keine Sequenzen publiziert,
die durch diesen Transkriptionsfaktor gebunden werden konnten. Dementsprechend wurden
computergestützte Abgleiche der AP-1 consensus Sequenz aus dem humanen Collagenase-
Promotor und der TRE-Sequenz aus dem MMP3-Promotor (Matrix Metalloproteinasen; Mackay
et al., 1992) gegen die Gesamtsequenz von BPV-1 (7945 bp) vorgenommen. 2 Segmente mit
jeweils 21 bp wurden untersucht auf Kompetition der AP-1 consensus Sequenz im
Elektromobilitäts-Shift mit  ID 13 Kernextrakten (vgl. Abb. 3-21, Fig. 4). Nur die BAP-2
Sequenz erwies sich als AP-1 Kompetitor, eingefügte Mutationen verminderten die
Bindungsaffinität der Kernproteine zu dieser Sequenz deutlich. 
Tab. 4-1:  Übersicht über die “Open reading frames” im BPV-1 Genom (Baker und
   Howley, 1987). 
Protein / Region des Bovinen
Papillomvirus Typ I
Anfang und Ende des “Open
reading frame” im Genom, (bp)
E6 49 - 501
E7 449 - 859
E1 813 - 2663
E8 1099 - 1479
E2 2581 - 3837
E4 3173 - 3526
E3 3267 - 3551
E5 3714 - 4010
L2 4172 - 5593
L1 5597 - 7093
- URR - 7093 - 49
- BAP-2 Sequenz - 505 - 525
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E6 E8
E4E7
E2
L2 L1
E1 E3 E5
7500     7945/1          1000               2000              3000              4000              5000              6000             7000        7500
P7940          P890                             P2443       P3080                                                                             P7185
P89
bp
Abb. 4-2:
Lineare Anordnung der “Open reading frames” im Bovinen Papillomvirus Typ I.
Das Genom hat eine Gesamtlänge von 7945 Basenpaaren (bp). Der untere Teil der Abbildung zeigt die
bekannten Promotoren. P7185, P7940 und P89 befinden sich in der URR von BPV-1, alle anderen liegen
intragen. Der Kreis auf dem Zahlenstrahl markiert den Bereich der putativen Enhancer-Sequenz BAP-2.
BAP-2 liegt intragen im E6/E7 Leserahmen zwischen den Basenpaaren 505 - 525, ausgehend
vom Anfang der codierenden Region des BPV-Genoms (Tab. 4-1, Abb. 4-2). Für BPV-1 sind
bereits mehrere intragene Promotoren bekannt, von denen die Mehrzahl (p890, p2443, p3080)
die Transkription des E2-Proteins oder verkürzter Versionen desselben steuern (Baker und
Howley, 1987; Rho et al., 1993). Die BAP-2 Sequenz kann in diesem Zusammenhang entweder
als Enhancer eines dieser Promotoren fungieren oder selbst Teil eines bislang unbekannten
Promotors sein. Wenn man die Lage der Sequenz berücksichtigt, dann können entweder das
Protein E1 oder der Transkriptionsrepressor E8/E2 reguliert werden durch einen Promotor in
diesem Bereich. Auch als Enhancer für den E8/E2 aktivierenden p890-Promotor kommt sie
ebenfalls in Frage.
Auf die BAP-2 Sequenz folgen 2 potentielle Bindesequenzen des viralen Proteins E2, dessen
Konsensus ACCN6GGT (Rho et al., 1993) nicht vollständig erfüllt wird (Abb. 4-3). Somit könnte
jedoch der Transkriptionsrepressor direkt auf die BAP-2 Sequenz zurückwirken und die
Transienz der BPV-1 Transkriptions-Supprimierung fände eine Erklärung.
Die genaue Charakterisierung der neuen AP-1 Sequenz war im Zeitrahmen dieser Arbeit nicht zu
bewältigen. Ein funktioneller Test mit dem Antioxidans PDTC (Pyrrolidinium-dithiocarbamat)
wurde allerdings bereits durchgeführt (Abb. 3-21). PDTC ist bekannt für eine AP-1 Aktivierung
(Meyer et al., 1993; Rösl et al., 1997). Die PDTC-behandelten Kernextrakte aus der Zellinie ID
13 zeigten gesteigerte Bindungsaffinitäten sowohl zur AP-1 Konsensus- als auch zur BAP-2
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5`-    470  ... GCTGCAGACA    TGGTTCAAGG     TCCAAATACC 
        500 CATAGAAACT  TGGATGATTC ACCTGCAGG A
        530 CCGTTGCTGA     TTTTAAGTCC     ATGTGCAGGC
        560 ACACCTACCA    GGTCTCCTGC     AGCACCTGAT         ... -3`
Abb. 4-3:
Ausschnitt aus der genomischen Sequenz von BPV-1, codierender DNA-Strang.
Die BAP-2 Sequenz ist kursiv dargestellt, das AP-1 Palindrom rot und die putativen E2-
Bindesequenzen (ACCN6GGT) sind unterstrichen.
Sequenz, die zudem im gleichen Zeitverlauf zunahmen. Somit konnte gezeigt werden,
daß BAP-2 eine funktionelle AP-1 Sequenz im BPV-Genom ist.
4.6 Tyrphostinwirkung in humanen Zervixkarzinomzellen
Nachdem die selektive Wirkung des Tyrphostins AG 555 auf BPV-1 im Modell ID 13 und der
Zusammenhang mit der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFkB gezeigt werden
konnte, wurde die Zellinie CaSki hinzugezogen, um die Ergebnisse des Modellsystems in
humanen Keratinozyten zu überprüfen
Die Zellinie ID 13 besitzt neben ihren Vorteilen auch 2 entscheidende Nachteile, wenn es um die
Anwendbarkeit der Tyrphostine gegen Krebserkrankungen geht. Zum einen stellt sie eine Maus-
Zellinie dar, zum anderen handelt es sich um Fibroblasten, während Papillomviren vor allem
Keratinozyten infizieren. Die etablierte Linie CaSki entstammt einer Zervixkarzinom-Biopsie
und hat in ihrem Genom mehr als 600 Kopien des humanen Papillomvirus Typ 16 integriert,
eines der “high-risk” Papillomviren. Trotz Integration wird das virale Protein E5 exprimiert, da
die Viruskopien als Tandem integrieren und der Leserahmen dieses Proteins nicht zerstört wird
(Baker et al., 1987). Dadurch werden PDGF- und EGF-Rezeptor in der Zellinie überexprimiert,
was zur Tumorigenität beiträgt. 
Das Tyrphostin AG 555 bewirkte auch in dieser Zellinie einen Wachstumsstop und einen
Rückgang der Virustranskription nach einer Behandlungsdauer von minimal 4 h. Weiterhin
konnte eine Re-Expression des Tumorsuppressors p53 nachgewiesen werden, der ohne
Behandlung durch das virale Onkogen E6 gebunden und dadurch der Degradation im Proteosom
zugeführt wird. Es handelt sich dabei um einen indirekten Nachweis, daß eine Translation der
Onkoproteine des Virus ebenfalls blockiert wurde.
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Das Tyrphostin AG 555 besitzt damit die Eigenschaft, die Expression von Papillomviren in
frühen episomalen und späten integrierten Stadien zu hemmen. Zusammen mit der Einleitung
der Apoptose und der Hemmung der TNF -Wirkung ergeben sich eine Reihe von möglichen
Anwendungen in der Klinik. Zunächst können frühe Zervixläsionen, deren HPV-Assoziation
durch Tests bekannt ist, lokal behandelt werden. In Virus-infizierten Zellen erfolgt nach
Ausschalten des E6-Onkogens und der p53-Reaktivierung eine verstärkte Auslösung der
Apoptose. Demzufolge können sie möglicherweise selektiv abgetötet werden in
Kurzzeitanwendungen, während die resistenteren “normalen” Körperzellen sich anschließend
wieder regenerieren. 
Eine weitere Anwendungsmöglichkeit, die für ein verwandtes Tyrphostin bereits im Tierversuch
getestet wurde, ist die Hemmung der durch bakterielle Lipopolysaccharide verursachten Sepsis
(Sevransky et al., 1997; Brenner et al., 1998). Lipopolysaccharide stimulieren Makrophagen,
eine große Menge von Cytokinen, unter anderem TNF , auszuschütten, die dann zu
Entzündungen und bei akuter Sepsis zu massiven Organschädigungen führen. AG 555 könnte
bei frühzeitiger Anwendung einen Teil der Immunantwort der Makrophagen neutralisieren und
so den Krankheitsverlauf positiv beeinflussen. Die Konzentration des Tyrphostins und der
Behandlungszeitraum muß jedoch für jedes Zellsystem exakt optimiert werden, um
unspezifische Nebenwirkungen auszuschließen oder so gering wie möglich zu halten.
Zusammenfassung 93
5 ZUSAMMENFASSUNG
Tyrosin-Phosphorylierungen sind ein wichtiger Mechanismus zur regulierten Signalweiterleitung
in Zellen. Auf der anderen Seite ist die erhöhte DNA-Syntheserate und die unkontrollierte
Proliferation von Krebszellen häufig zurückzuführen auf Amplifikation und konstitutive
Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen. Daher bietet die Inhibition von Tyrosinkinasen eine
attraktive Strategie, um gegen Zelltransformationen anzugehen.
Tyrphostine (Tyrosin-Phosphorylierungs-Inhibitoren) sind eine Substanzklasse, die synthetisiert
wurde, um die Rezeptoren oder die anschließende Signalkaskade zu blockieren. Durch gezielte
Derivatisierung von natürlich vorkommenden, unspezifischen Inhibitoren ist eine Reihe sehr
spezifisch wirkender Substanzen hergestellt worden. Diese Tyrphostine sind jedoch in bezug auf
ihr Wirkungsspektrum in Virus transformierten Zellen noch weitgehend uncharakterisiert.
Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, daß das Tyrphostin AG
555 proliferationshemmend auf Papillomvirus-positive Tumorzellen wirkte. Als Modellsystem
dienten BPV-1 (bovines Papillomvirus 1) transformierte Mauszellen (ID 13). Zum Vergleich
wurden humane Zervixkarzinom-Zellen mit HPV 16 (HPV = humanes Papillomvirus) positivem
Status (CaSki) getestet. In beiden Zellinien fand eine Virus-Suppression sowie eine
Wachstumsarretierung nach Anwendung von AG 555 statt. Die zugrunde liegenden
Mechanismen wurden im Modellsystem ID 13 näher untersucht.
Die Blockierung der Transkription und Translation des bovinen Papillomvirus durch das
Tyrphostin war selektiv. Während die mRNA des Virus inhibiert wurde, konnte für die
“immediate early” Gene c-jun und fra-1 sogar ein Anstieg nachgewiesen werden. Auch auf der
Ebene der Translation blieben andere Proteine unverändert, während durch spezifische
Antikörper gezeigt wurde, daß das transformierende BPV-E5 Protein eine Repression erfuhr. Die
Wirkung des Tyrphostins war unabhängig von einer Proteinneusynthese, wie durch
Translationshemmung und anschließende RNA-Analyse ermittelt werden konnte. Demzufolge
beruhte sie auf posttranslationalen Modifikationen, z.B. Phosphorylierungen. Die
Transkriptionsaktivierung der “immediate early” Gene wies auf die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren hin. In diesem Zusammenhang sind die Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen p38 und JNK untersucht worden, deren Signaltransduktion der Aktivierung
mehrerer Transkriptionsfaktoren zugrunde liegt. Nach AG 555-Behandlung wiesen sie eine bis
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zu 8 h anhaltende Phosphorylierung auf. In direkter Folge führten sie zur Aktivierung der AP-1-
Proteine c-Jun und ATF-2. Dies wirkte sich in einer veränderten Zusammensetzung des Faktors
AP-1 aus, wie im Elektromobilitäts-Shift nachweisbar war. 
Darüber hinaus konnte ein kausaler Zusammenhang der p38-Aktivierung mit der BPV-
Suppression gezeigt werden. Nach Doppelbehandlung mit AG 555 und einem spezifischen
Inhibitor dieser Kinase fand eine partielle Reexpression der viralen mRNA statt. Der
Signaltransduktionsweg der p38-MAPKinase ist demnach für die BPV-Transkription essentiell.
Unabhängig von der Untersuchung des Tyrphostins wurde im BPV-Genom eine neue
funktionelle AP-1-Sequenz entdeckt. Diese Sequenz wurde durch das c-Jun/ATF-2 Heterodimer
gebunden. Es ist entsprechend ein Bezug zwischen der BPV-Suppression und einer AP-1-
Aktivierung anzunehmen, die über die MAPKinase vermittelt wird. Die Funktion der Sequenz
als “Enhancer” oder Teil eines Promotors muß in zukünftigen Experimenten belegt werden.
Durchflußzytometrie-Untersuchungen zeigten einen Wachstumsstop der Zellen in der späten G1-
und S-Phase, weiterhin eine erhöhte Zahl apoptotischer Zellen.
Die Zellzyklus-Arretierung und damit der Wachstumsstillstand ging auf die Inhibition der
Zellzyklus-Kinase Cdk2 durch das Tyrphostin zurück. Ein Cdk2-Aktivitätstest zeigte eine
sukzessive Abnahme der Aktivität nach AG 555-Exposition. 
Die Einleitung der Apoptose erfolgte deutlich später als die Virus-Inhibition und war demnach
auf einen anderen Signalweg zurückzuführen. Es konnte nach AG 555-Behandlung über
Elektromobilitäts-Shifts eine transiente Aktivierung des anti-apoptotischen Faktors NFkB
ermittelt werden, der diese Verzögerung höchstwahrscheinlich bewirkte. In der humanen Zellinie
CaSki fand zudem eine p53-Reexpression statt, da das p53-bindende Onkogen E6 ausgeschaltet
wurde. Der Tumorsuppressor p53 ist ebenfalls verantwortlich für das Anhalten des Zellzyklus
und eine Apoptose-Induktion.
Diese Ergebnisse lassen Möglichkeiten erkennen, die Substanz für klinische Studien und zur
Behandlung von Patienten einzusetzen. Die Anwendbarkeit im Zusammenhang mit
Papillomviren liegt in der Behandlung von  HPV verursachten Zervixläsionen, die sich in einem
präkarzinomen Stadium befinden. HPV-infizierte Zellen sind durch p53-Reexpression im
allgemeinen sensitiver für den durch AG 555 veranlaßten programmierten Zelltod als nicht
infizierte Körperzellen. Somit kann eine lokale Exposition mit AG 555 potentiell zur Prävention
von Gebärmutterhalskrebs genutzt werden.
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